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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Gegenstand der Arbeit sind Untersuchungen zur Pathogenese der spontanen
Regression des kaninen kutanen Histiozytoms. Es handelt sich dabei um einen
schnell wachsenden, meist solitdr auftretenden Hauttumor, der in aktuellen
Tumorklassifikationen den benignen histiozytaren Tumoren zugeordnet wird
(HENDRICK et al. 1998). Das Histiozytom ist einer der haufigsten kaninen Tumoren,
wobei insbesondere junge Hunde betroffen sind (TAYLOR 1969; FRESE 1989). Als
Ursprungszellen wurden die Langerhans-Zellen der Haut, die zu der Reihe der
dendritischen Antigen-prasentierenden Zellen gehdren, identifiziert (MOORE et
al.1996; MARCHAL et al. 1995). Eine Besonderheit des Histiozytoms besteht darin,
dal es sich in der Regel spontan zurlckbildet. Diese Regression geht mit einer
fortschreitenden lymphozytaren Infiltration der Tumormasse einher, die letztendlich
zur Elimination der Tumorzellen fuhrt (COCKERELL und SLAUSON 1979). Obwohl
das Histiozytom eines der wenigen naturlichen Modelle flr die Spontanregression
von Tumoren darstellt, ist bisher nur wenig Uber die immunologischen Vorgange bei
diesem Prozel} bekannt. In einer immunhistologischen Studie wurden die Tumor
inflitrierenden Lymphozyten als vorwiegend CD8+ T-Zellen beschrieben (MOORE
1996). Weiterhin konnte beobachtet werden, dal} es im Verlauf der Ruckbildung des
Histiozytoms zu einer vermehrten Expression von MHC I[I-Molekulen kommt, was als
moglicher  Ausloser der Tumorregression in  Form einer verstarkten

Antigenprasentation durch die Tumorzelle interpretiert wurde (KIPAR et al.1998).

Obwohl zahlreiche Tumoren Neoantigene exprimieren, kommt es meist nicht zu
einer effektiven Immunantwort, die zur Elimination der Tumorzellen fuhrt. Man geht
davon aus, dass fur die erfolgreiche Induktion einer Tumor-spezifischen Immunitat
eine Antigenprasentation in Verbindung mit adaquaten pro-inflammatorischen Stimuli
notwendig ist (PARDOLL 2001). Dabei spielen Antigen-prasentierenden Zellen, zu
denen auch die Ursprungszellen des Histiozytoms gehoéren, vermutlich eine
besondere Rolle, da sie Antigene in Verbindung mit geeigenten co-stimulatorischen
Molekulen exprimieren, die zur Induktion einer effektiven Immunantwort notwendig

sind. Aullerdem tragen Zytokine, insbesondere Th1-Zytokine, malgeblich zur
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Proliferation und Aktivierung von zytotoxischen Effektorzellen bei (FOSS 2002).
Welchen zytotoxischen Effektormechanismen bei der Abwehr von Tumoren die
grofldte Bedeutung zu kommt und welche Effektormechanismen sich zur Entwicklung
von therapeutischen Strategien eignen, ist immer noch unklar (DRAKE und
PARDOLL 2002). Zum einen kommt der T-Zell vermittelten spezifischen
Immunantwort, durch ihren direkten zytotoxischen Effekt aber auch durch die
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine, eine wichtige Bedeutung zu (TODRYK
2000). Zum anderen konnen aktivierte Makrophagen und NK-Zellen als Zellen der
angeborenen Immunitat einen inhibitorischen Effekt auf das Tumorwachstum
ausuben (LONG 2002; BINGLE et al. 2002). Allerdings gibt es auch Hinweise daftr,
dass entzundliche Vorgange im Umfeld eine Progression des Tumors hervorrufen
kénnen (COUSSENS and WERB 2000).

Da Kenntnisse uber Mechanismen, die der Spontanregression naturlich auftretender
Neoplasien zu Grunde liegen, unter Umstanden zum besseren Verstandniss der
Tumorimmunitat fiUhren kdnnen, sollte in dieser Arbeit ein Beitrag zur Beschreibung
der Immunantwort bei der Regression des kaninen kutanen Histiozytoms geleistet
werden. Ziel war es mittels RT-PCR festzustellen, ob die Regression des
Histiozytoms durch die Expression eines spezifischen Zytokinmusters im
Tumorgewebe gekennzeichnet ist und ob die Expression dieser Zytokine mit dem
Auftreten bestimmter, immunhistologisch differenzierbarer Zellpopulationen
assoziiert ist. Weiterhin sollte ermittelt werden, inwieweit die Synthese von Stickoxid

und die Tumorzell-Apoptose eine Rolle bei der Tumorregression spielen.
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2 LITERATURUBERSICHT
2.1 Das kanine kutane Histiozytom
2.1.1 Histogenese

Das kanine kutane Histiozytom wird in der aktuellen WHO-Klassifikation der
mesenchymalen Hauttumoren den benignen histiozytdren Tumoren zugeordnet
(HENDRICK et al. 1998). In einer Einteilung der Neoplasien des Hundes aus dem
Jahre 1949 wurde es erstmals als Histiozytom benannt (MULLIGAN), aber auf Grund
des ahnlichen lichtmikroskopischen Bildes zunéachst als eine extragenitale Variante
des transmissiblen venerischen Tumors dargestellt. Die von MOULTON 1961
vorgenommene Klassifizierung als eigenstandiger Tumor wurde durch vergleichende
ultrastrukturelle Untersuchungen und durch die Unterschiede im biologischen
Verhalten bestatigt (DROMMER und SCHULZ 1969). Zudem konnte als
wesentliches Unterscheidungsmerkmal zum transmissiblen venerischen Tumor
gezeigt werden, dass die neoplastischen Zellen des Histiozytoms den regularen
kaninen Chromosomensatz aufweisen (SMITH und JONES 1966). In weiteren
elektronenmikroskopischen und histochemischen Studien zur Histogenese des
Tumors wurde bestatigt, dass die neoplastischen Zellen histiozytaren Ursprungs sind
und in Beziehung zum mononuklearen phagozytaren System (MPS) stehen,
allerdings widersprach man sich in der Frage, ob die Zellen Merkmale aktiver
Phagozytose aufweisen (GLICK et al. 1976; KELLY 1970). Durch die Methode der
Immunphanotypisierung wurde eine weitere Differenzierung der histiozytaren Zellen
in Subpopulationen von Monozyten, Makrophagen und dendritischen Antigen-
prasentierenden Zellen moglich, die sich durch ihre Lokalisation und die Expression
spezifischer Antigene unterscheiden lassen. Zur genaueren Charakterisierung der
Histiozytomzellen fuhrten MOORE et al. (1996) immunhistologische Untersuchungen
durch und konnten so an Hand der Expression von CD1- und spezifischen [2-
Intergrinmolekilen eine Verwandtschaft zu den epidermalen dendritischen Zellen der

Haut, den sogenannten Langerhans-Zellen, darstellen. Sie gehoren, neben den
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dermalen perivaskularen dendritischen Zellen und den dendritischen Zellen der
regionaren Lymphknoten, zu den Antigen-prasentierenden dendritischen Zellen des
Haut-assoziierten Immunsystems (AFFOLTER 2000). Beim Hund sind sie vor allem
durch die Lokalisation in der Epidermis und die Expression des Haupt-
Histokompatibilitats-Antigens Klasse-II (MHC Il) und der Leukozytenantigene CD11c
und CD1a, CD1b und CD1c in Verbindung mit fehlender Expression von CD4 und
CD90 (Thy1) gekennzeichnet (MOORE et al. 1996). Bei den Langerhans-Zellen der
Haut handelt es sich um unreife dendrititische Zellen, die in der Epidermis
angesiedelt sind und nach Antigenaufname eine Migration durch Lymphgefal3e der
Haut zu dem regionaren Lymphknoten beginnen. Wahrend dieser Wanderung
durchlaufen sie eine Reifung, die in einer erhdhten Expression von MHC Il und co-
stimulatorischen Molekllen resultiet und sie dort zu potenten Antigen-
prasentierenden Zellen macht (BANCHEREAU und STEINMAN 1998). Dendritische
Zellen gehen, wie Monozyten und Makrophagen, von einem gemeinsamen CD34+
Vorlaufer im Knochenmark aus. Sie sind in gewissem Male zur Phagozytose
befahigt, dienen aber vor allem als Antigen-prasentierende Zellen. Sie verarbeiten
und prasentieren Proteine und Glykolipide und interagieren mit CD4+ -, CD8+ - und
naiven T-Lymphozyten bei der Entstehung der spezifischen, erworbenen Immunitat
(HART 1997). Da reife dendritische Zellen viele costimulatorische Molekile
exprimieren, rufen sie unter den professionellen Antigen-prasentierenden Zellen die
effektivste T-Zell-Antwort hervor (GIROLOMONI und RICCIARDI-CASTOGNOLI
1997). Als Bestatigung der Hypothese, dal es sich bei den Langerhans-Zellen der
Haut um die Ursprungszellen des Histiozytoms handelt entdeckten MARCHAL et al.
(1995) in einer elektronenmikroskopischen Studie ultrastrukturelle Merkmale bei
Histiozytomzellen, wie regelmallige laminare Strukturen, pleomorphe Einschlusse
und parakristalline Strukturen, die auch bei humanen Langerhans-Zellen
vorkommen. Ultrastrukturelle Untersuchungen von MOORE und MARIASSY (1986)
und MUNELL (1986) zeigten, dass die bei Mensch und Nager charakteristischen
Birbeck-Granula in den Langerhanszellen des Hundes physiologischerweise nicht
vorliegen. Dem zu Folge widerspricht das Fehlen von Birbeck-Granula in den Zellen
des kaninen kutanen Histiozytoms nicht, wie zunachst angenommen, dem

Langerhanszellursprung dieses Tumors. Eine weitere Immunophanotypisierung von
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Histiozytomzellen mit Hilfe der Durchfluzytometrie (BAINES et al. 2000) zeigte eine
Expression von CD1a, CD1¢c, CD11a, CD11c, CD18, CD45, CD45R, MHC Il, MHC |,
und E- Cadherin. Dieses Expressionsmuster bestatigt den Langerhanszellursprung
des Histiozytoms. Weiterhin wurde die Expression von CD1b, CD11b, CD44, CD49d
und ICAM-1 festgestellt, was fur einen aktivierten Phanotyp spricht. Die Annahme,
dald es sich beim kutanen Histiozytom nicht um eine echte Neoplasie, sondern um
eine reaktive Hyperplasie handelt wird immer wieder geauldert (SCOTT et al. 2001).
Es gelang jedoch bislang nicht Viren oder andere Einschlisse in den
Histiozytomzellen nachzuweisen (KELM 1982). Ein Test fur die Klonalitat
dendritischer Antigen-prasentierender Zellen, mit dessen Hilfe die neoplastische
Natur des kutanen kaninen Histiozytoms leztlich erwiesen werden konnte, ist zur Zeit
fur den Hund nicht vorhanden (AFFOLTER 1998).

2.1.2 Klinik und makroskopisches Bild

Das Histiozytom gehoért zu den haufigsten Tumoren des Hundes (FRESE et al.
1989), nach Untersuchungen von GEISEL (1987) und WALTER et al. (1997) waren
14,3% von 3071 bzw. 8,56% von 1140 untersuchten Hauttumoren Histiozytome. Im
Gegensatz zu den meisten anderen Neoplasien tritt das Histiozytom vor allem bei
jungen Hunden auf. In mehreren Studien betrafen Uber 50% der Falle Tiere, die
junger als zwei Jahre alt waren (FRESE et al. 1989; TAYLOR et al. 1969; WEBER
1985). KIPAR (1994) flhrte vergleichende Untersuchungen uUber die seltener
auftretenden Histiozytome beim alteren Hund mit einem Alter von 4 bis 14 Jahren
und die Histiozytome beim jungen Hund unter 2 Jahren durch. Dabei konnten
zwischen den beiden Gruppen keine Unterschiede hinsichtlich des biologischen
Verhaltens, der Morphologie und der immunhistologischen Eigenschaften festgestellt
werden. Die Angaben zur Rassedisposition variieren, neben anderen Rassen
wurden Histiozytome haufig bei Boxern, Dackeln und Cocker Spanieln beobachtet
(TAYLOR et al. 1969; FRESE et al. 1989; KELM 1982). Eine signifikante
Geschlechtsdisposition ist nicht bekannt, in mehreren Studien waren jedoch in der
Mehrzahl mannliche Tiere betroffen (KIPAR 1994; TAYLOR et al. 1969; KELM

1982). Als typische Lokalisation des Histiozytoms werden von den meisten Autoren
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der Kopf, die Ohrmuscheln und die GliedmalRen genannt. (FRESE et al. 1989;
GEISEL 1987; TAYLOR et al. 1969). Makroskopisch stellt sich das Histiozytom als
erhabene, haarlose, leicht erythematdse Hautlasion mit einem Durchmesser von
etwa 0,2-3 cm dar. Die Schnittflache ist von homogener grau-wei3er Farbe und die
Oberflache ist haufig ulzeriert (FRESE et al. 1989; GEISEL 1987; KIPAR 1994). Die
schnell wachsenden Histiozytome treten bis auf wenige Ausnahmen solitar (518 von
520 Fallen) auf und Rezidiven (3 von 520 Fallen) werden nur selten beobachtet. In
der Regel kommt es nach einigen Wochen zur spontanen Rickbildung des Tumors
(TAYLOR et al. 1969). Bislang ging man davon aus, dal} eine Metastasierung des
Histiozytoms nicht vorkommt (FRESE et al. 1989; TAYLOR et al. 1969). In den
letzten Jahren wurden allerdings gehauft Falle von multiplen Histiozytomen
beobachtet, die insbesondere bei der Rasse Shar Pei vorkommen. Diese Tumoren
neigen zur Persistenz und gehen haufiger mit einer Lymphadenopathie der
regionaren Lymphknoten einher. In einigen Fallen konnte eine Migration von
Tumorzellen in den Lymphknoten nachgewiesen werden. Es soll sogar in
Ausnahmen zu malignem Verhalten mit Metastasen in inneren Organen gekommen
sein (MOORE et al. 1996; AFFOLTER 1998; WELLE 2002).

2.1.3 Histologie

Im lichtmikroskopischen Bild des Histiozytoms zeigt sich eine Infiltration der Kutis mit
leicht pleomorphen Rundzellen, die in Strangen und Zelllagen angeordnet sind und
vom dermo-epidermalen Ubergang bis in die tiefe Dermis und das subkutane
Fettgewebe reichen (HENDRICK et al. 1998). Die Tumormasse ist gegentber dem
umliegenden Gewebe gut abgegrenzt und besitzt keine Kapsel (TAYLOR et al.
1969). Im Tumorgewebe ist kaum Stroma vorhanden und die adnexalen Strukturen
der Haut sind fast vollstandig verdrangt (HENDRICK et al. 1998). Die Makrophagen-
ahnlichen neoplastischen Zellen besitzen runde bis ovale, blasse Kerne, die
teilweise durch eine seitliche Einkerbung eine bohnenartige Form aufweisen. Das
Zytoplasma ist leicht eosinophil und unscharf begrenzt. Mitosen sind zahlreich
vorhanden (KELLY 1970; GLICK et al. 1976; HENDRICK et al. 1998). In einigen

Tumoren sollen neoplastische Zellhaufen die Epidermis infiltrieren und so die
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sogenannten  Pautrierschen  Mikroabzesse des kutanen Lymphosarkoms
vortauschen (HENDRICK et al. 1998). Bei ulzerierten Tumoren ist meist eine
Infiltration mit neutrophilen Granulozyten im Bereich der Tumoroberflache zu sehen
(COCKERELL und SLAUSON 1979). Weiterhin finden sich, besonders an der
Tumorbasis, in unterschiedlich starker Auspragung Herde mit zahlreichen reifen
Lymphozyten und vereinzelten Plasmazellen. Nach Angaben von COCKERELL und
SLAUSON (1979) sind in Verbindung mit den herdférmigen lymphozytaren Infiltraten

nekrotische Foci im Tumorgewebe vorhanden.

21.4 Spontanregression des kaninen kutanen Histiozytoms

Eine Besonderheit des Histiozytoms besteht in der Tatsache, dass es zu den
wenigen naturlich auftretenden Tumoren gehort, bei denen eine spontane
Regression eintritt. Uber die Mechanismen, die diesem Vorgang zu Grunde liegen,
ist jedoch wenig bekannt. Um zu dokumentieren, wie die fortschreitende
lymphozytare Infiltration zur Regression des Histiozytoms flhrt, nahmen
COCKERELL und SLAUSON (1979) eine Gruppeneinteilung der Histiozytome nach
Menge und Muster der lymphozytaren Infiltrate vor. Mit zunehmender Anzahl der
Lymphozyten reichte die Einteilung von Gruppe 1, in der keine oder nur eine
geringgradige diffuse lymphozytare Infiltration in der Peripherie des Tumors
vorhanden war, bis zu Gruppe 4, in der sich nodulare lymphozytare Infiltrate von der
Tiefe des Tumors bis an die epitheliale Oberflache erstreckten und die lymphozytare
gegenuber der histiozyaren Zellpopulation Uberwog. Die Autoren beobachteten mit
steigender Gruppennummer eine Zunahme von nekrotischen Foci und
degenerativen Zellveranderungen im Tumorgewebe und schlussfolgerten, dass die
lymphozytaren Infiltrate ein morphologischer Ausdruck der Immunantwort gegen
Tumoren sind. In einer immunhistologischen Studie zeigten MOORE et al. (1996),
dass die Tumor-infiltrierenden Lymphozyten den T-Zell-Rezeptor-o und CD3
exprimierten und fast ausschlieBlich der Subpopulation der zytotoxischen CD8+ T-
Zellen angehorten. CD4+ T-Helferzellen sowie B-Lymphozyten (CD21+ und
CD79a+) waren nur in geringem Malde vorhanden. Die Autoren schlossen daraus,

dass die Tumorregression von zytotoxischen T-Zellen vermittelt wird und vermuteten,
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dass die Aktivierung dieser Effektorzellen durch eine Migration von Tumorzellen in
den regionaren Lymphkoten verursacht werden kénnte. Dort angesiedelte Antigen-
prasentierende Zellen und CD4+ T-Zellen konnten eine Aktivierug der zytotoxischen
T-Zellen Uber exogenes IL-2 hervorrufen. Als zweite Moglichkeit zogen die Autoren
in Betracht, dass die Tumorzellen durch Aufregulation von costimulatorischen
Moleklilen der B7-Familie eine direkte Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen
hervorrufen. KIPAR et al. (1998) untersuchten die MHC II-Expression in
Histiozytomen mit unterschiedlich starker lymphozytarer Infiltration und beobachteten
dabei Uberwiegend eine fokale juxtanukleare zytoplasmatische MHC II-Expression
bei Tumoren, die nur eine geringgradige diffuse Infiltration mit Lymphozyten
aufwiesen. Tumoren hingegen bei denen eine disseminierte nodulare lymphozytare
Infiltration vorlag, zeigten eine vermehrte MHC II-Expression entlang der
Zellperipherie. Dieses Verteilungsmuster wurde so interpretiert, dass in der
erstgenannten Gruppe neu synthetisierte MHC II-Molekule in Vesiklen gespeichert
vorliegen und in der zweiten Gruppe eine Akkumulation von MHC II-Molekuilen
entlang der Plasmamembran statt gefunden hat. Diese vermehrte Expression von
MHC II auf der Tumorzelloberflache bei starker infiltrierten Histiozytomen konnte ein
entscheidende Rolle fur den Verlauf der Tumorregression spielen. Mit Hilfe der
DurchfluRzytometrie (BAINES et al. 2000) wurde festgestellt, dass Tumorzellen, die
aus Histiozytomen im frihen, proliferativen Stadium isoliert wurden eine niedrigere
Expression von MHC |, MHC Il und ICAM-1 sowie eine hohere Expression von E-
Cadherin zeigten als Tumorzellen aus alteren Histiozytomen mit lymphozytaren
Infiltraten. Diese Unterschiede gleichen den phanotypischen Veranderungen, die
wahrend der Reifung und Migration von Langerhans-Zellen stattfinden. Weiterhin
induzierten Histiozytomzellen aus alteren Lasionen mit lymphozytaren Infiltraten eine
starkere Proliferation von autologen PBMCs (,peripheral blood mononuclear cells®)
als Zellen aus fruhen Lasionen, was ebenfalls fur eine Reifung der Histiozytomzellen
im Verlauf der Tumorprogression spricht. Histiozytomzellen aus spaten Lasionen
zeigten allerdings auch eine hohere Rate an Makropinozytose, eine Fahigkeit, die

normalerweise im Verlauf der Reifung von dendritischen Zellen verloren geht.
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2.2 Andere histiozytare Hauttumoren des Hundes

In der aktuellen WHO-Klassifikation aus dem Jahre 1998 werden unter den
histiozytaren Tumoren bzw. Tumor-artigen Lasionen als benige Tumoren das kanine
kutane Histiozytom und das Xanthom genannt und als maligner Tumor die maligne
Histiozytose aufgefuhrt. Die kutane und die systemische Histiozytose werden als
intermediare Formen bezeichnet. Das maligne fibrose Histiozytom gilt nicht als
histiozytarer Tumor, sondern wird den Tumoren des Bindegewebes zugeordnet
(HENDRICK et al. 1998). In der aktuellen Literatur finden sich jedoch Abweichungen
von dieser Einteilung und zur Zeit variiert die Zurordnung bzw. die Bezeichnungen
der histiozytaren Tumoren. Ein Grund fur diese Vielfalt ist, dass einige dieser
Erkrankungen klinisch und histologisch nur schwer voneinander abgrenzbar sind und
die Etablierung von immunhistologischen Markern zur Differenzierung der

Ursprungszellen noch nicht abgeschlossen ist.

2.21 Kutane Histiozytose und systemische Histiozytose

Basierend auf den Untersuchungen von AFFOLTER und MOORE (2000) ist die
Annahme weit verbreitet, dass es sich bei der kutanen und systemischen
Histiozytose nicht um Neoplasien sondern um eine reaktive Proliferationen von
dermalen dendritischer Zellen handelt. Beide Erkrankungen zeigen primar Lasionen
in der Haut und Unterhaut und treten bei Hunden mittleren Alters auf. Es treten bei
beiden Krankheitsbildern multiple, teils konfluierende Knoten auf, die oft haarlos oder
ulzeriert sind. Pradilektionstellen sind der Kopf, insbesondere das Planum nasale,
der Perinealbereich, das Skrotum und die Extremitaten. (JACOBS et al. 2002) Die
Veranderung sind primar nicht schmerzhaft oder juckend und kdénnen zunachst
vollstandige oder partielle Regression zeigen, allerdings kommt es wieder zur
Ausbildung neuer Knoten (AFFOLTER 1998). Das histologische Bild beider
Krankheiten ist identisch. Es finden sich dermale und subkutane Infiltrationsherde
mit zahlreichen histiozytaren Zellen und variablen Mengen von Lymphozyten sowie
neutrophilen und eosinophilen Granulozyten. Die |Infiltrate konnen eine

angiozentrische Anordnung aufweisen und stellenweise infiltrieren die histiozytaren
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Zellen die GefalRwande und rufen Thrombosen und ischamische Nekrosen hervor
(AFFOLTER 1998; SCOTT et al. 2001). Der Phanotyp der infiltrierenden Zellen
entspricht dem aktivierter dendritischer Antigen-prasentierender Zellen. Als
wesentliches Unterscheidungsmerkmal zum kaninen kutanen Histiozytom sind die
Zellen der kutanen und der systemischen Histiozytose CD4 und CD90 (Thy-1)
positiv. (AFFOLTER und MOORE, 2000). Eine Besonderheit der systemischen
Histiozytose ist, dass diese Erkrankung vor allem beim Berner Sennenhund auftritt
(MOORE 1984). Fir die kutane Histiozytose hingegen ist keine Rassedisposition
bekannt. Der wichtigste Unterschied der systemischen Histiozytose gegenuber der
kutanen Form besteht jedoch darin, dass bei diesem Krankheitsbild Lasionen in
weiteren Organen auftreten. Dabei sind besonders Nasenschleimhaut, Augen,
Lunge, Milz, Leber und Knochenmark betroffen. Es kommt zudem bei der
systemischen Histiozytose zu einer generalisierten Lymphadenopahtie, die bei der
kutanen Histiozytose meist lokalisiert bleibt (AFFOLTER 1998; GOLDSCHMIDT und
HENDRICK 2002). Wesentliche Unterscheidungsmerkmale dieser vermutlich
reaktiven Proliferation zur malignen Histiozytose, die eine hochgradig maligne
Neoplasie darstellt, sind die fehlende Atypie der histiozytaren Zellenpopulation und
der weniger rapide verlaufende klinische Verfall der Patienten. Die Atiologie und
Pathogenese der kutanen und systemischen Histiozytosen sind unklar. Eine
infektidse Krankheitsursache konnte bislang nicht nachgewiesen werden. Da
Patienten mit kutaner Histiozytose auf eine immunsuppressive Therapie ansprechen,
kommt eine Dysregulation des Immunsystems als Erkrankungsursache in Frage.
(AFFOLTER und MOORE 2000)

2.2.2 Maligne Histiozytose und lokalisiertes histiozytares Sarkom

Die maligne Histiozytose ist ein multizentrischer hochgradig maligner Rundzelltumor,
der zuerst beim Berner Sennenhund beschrieben wurde. Bei dieser Rasse kam es
zu familiar gehauftem Auftreten der Erkrankung (MOORE 1986). Der Tumor kommt
bei Tieren im Alter von 3-11 Jahren vor und betrifft am haufigsten Milz, Lunge,
Knochenmark, Leber und Lymphknoten. In fortgeschrittenen Stadien konnen weitere
Organe betroffen sein (AFFOLTER 1998). Die Manifestation in der Haut ist selten
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und aufert sich in Form von multiplen dermalen oder subkutanen derben Knoten
und Plaques mit mehr oder weniger stark haarloser, erythematdser und ulzerierter
Epidermis (SCOTT et al. 2001). Als weiterer maligner histiozytarer Tumor wurde
kirzlich das lokalisierte histiozytare Sarkom von AFFOLTER und MOORE (2002)
beschrieben. Dieser Tumor findet sich nicht in der WHO-Klassifikation von 1998, er
wird jedoch in einigen Fachbuchern neueren Datums unter den histiozytaren
Tumoren genannt (SCOTT et al. 2001; JACOBS et al. 2002). Es handelt sich um
einen solitaren, infiltrativ wachsenden Tumor, der bei Hunden im Alter von 6-11
Jahren auftritt. Der Tumor findet sich vor allem an den Gliedmal3en und ist oft in der
Nahe eines Gelenkes lokalisiert. Durch das schnelle, infiltrative Wachstum sind in
der Regel Haut, Unterhaut, Muskulatur, Faszien und Gelenkkapsel betroffen. Das
histiozytare Sarkom kann aber auch in anderen Lokalisationen, wie Milz, Lunge,
Gehirn, Nasenhohle und Knochemark vorkommen. Im spateren Krankheitsverlauf
kann eine Metastasierung statt finden (AFFOLTER und MOORE 2002). Das
histiozytare Sarkom und die maligne Histiozytose treten am haufigsten bei Berner
Sennenhunden, Rottweilern und Retrievern auf. Histologisch finden sich in beiden
Fallen gro3e pleomorphe runde bis spindelformige Tumorzellen mit runden, ovalen
oder nierenformigen Zellkernen. Es sind zahlreiche atypische Mitosen und
mehrkernige Riesenzellen zu sehen und im Tumorgewebe liegen nekrotische Areale
vor (AFFOLTER 1998; SCOTT et al. 2001). Bei manchen Tieren mit maligner
Histiozytose findet eine massive Erythrophagie durch die Tumorzellen statt, die
Klinisch zu in einer Anamie fuhren kann (JACOBS et al. 2002). Das
Expressionsmuster verschiedener leukozytarer Antigene ist bei beiden Tumorformen
identisch und weist darauf hin, dass beide Tumoren von myeloischen dendritischen
Antigen-prasentierenden Zellen ausgehen (AFFOLTER und MOORE 2002). Die
Autoren gehen jedoch nicht darauf ein in wieweit sich diese Annahme mit dem
Phanomen der Erythrophagie vereinbaren lasst. Da das histologische Bild des
lokalisierten histiozytaren Sarkoms und der malignen Histiozytose keine
Unterschiede aufweist und die gleiche Rassedisposition fur beide Erkrankungen
besteht, wird vorgeschlagen beide Tumorformen als histiozytare Sarkome zu

bezeichnen und als Gegenuberstellung zum lokalisierten histiozytaren Sarkom fur
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die maligne Histiozytose den Namen disseminiertes histiozytares Sarkom
einzufuhren. (AFFOLTER 1998; SCOTT et al. 2001; JACOBS et al. 2002)

223 Malignes fibrése Histiozytom

In ihrer Einteilung der Hauttumoren fihren SCOTT et al. (2001) das maligne fibrose
Histiozytom, das in der WHO-KIlassifikation als Tumor des Bindegewebes bezeichnet
wird, unter den histiozyaren Tumoren auf. Es ist allgemein umstritten, ob das
maligne fibrose Histiozytom uberhaupt ein eigenstandiges Krankheitsbild darstellt
oder, ob die Bezeichung malignes fibroses Histiozytom als Uberbegriff fir eine
Vielzahl schlecht klassifizierbarer Sarkome unterschiedlicher Histogenese dient. Die
Annahme, dass undifferenzierte mesenchymale Zellen die Ursprungszellen des
Tumors sind konnte das pleomorphe Zellbild dieses Sarkom erklaren. Andererseits
kann das uneinheitliche Bild des Tumors auch dafur sprechen, dass pleomorphe
Formen unterschiedlicher Sarkome mit ahnlichen histologischen Eigenschaften, wie
Fibrosarkom, histiozytares Sarkom, Liposarkom, Synoviazellsarkom und Leiyo- oder
Rhabdomyosarkom, mit Hilfe dieses Uberbegriff zusammengefaRt werden (SCOTT
et al. 2001; AFFOLTER und MOORE 2002). Trotz des Namens ,Histiozytom* wird
das maligne fibrose Histiozytom in der Regel den Tumoren des Bindegewebes
zugeordnet. Die infiltrativ wachsenden Tumoren finden sich am haufigsten solitar in
der Haut und Unterhaut sowie in der Milz, es konnen aber auch andere Organe
betroffen sein und multiples Auftreten ist moglich (GOLDSCHMIDT und HENDRICK
2002). Histologisch findet sich eine Mischung von pleomorphen histiozytaren Zellen
und fibroplastischen Zellen, die oft sternformig um einen zentralen Punkt angeordnet
sind (,storiform®). Mehrkernige Riesenzellen konnen vorhanden sein, sie sind jedoch
bei der Katze wesentlich haufiger (GLEISER et al. 1979). In Anlehnung an die
Humanmedizin unterscheidet man 3 Subtypen, den ,storiform pleomorphic type®,
den ,giant cell type“ und den ,inflammatory type“ (HENDRICK et al 1998). MORRIS
et al. (2002) vermuteten, dass undifferenzierte Sarkomen, die haufig beim Flat
Coated Retriever beobachtet werden, maligne fibrose Histiozytome sind. AFFOLTER
und MOORE (2002) gehen jedoch davon aus, dass es sich bei einem Grofteil der

Tumoren, die als maligne fibrose Histiozytome angesehen wurden, um histiozytare
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Sarkome handelte. In einer Studie von KERLIN und HENDRICK (1996) fanden sich
bei einer Vielzahl von Patienten Sarkome, die in einigen Arealen die Eigenschaften
des malignen fibrosen Histiozytoms besallen und in anderen Arealen die

Charakteristika der malignen Histiozytose aufwiesen.

224 Benignes fibroses Histiozytom

Das benigne fibrose Histiozytom beim Hund wird nur selten in der Literatur
aufgefuhrt. Es scheint zudem eher den Charakter einer Spindelzellproliferation
aufzuweisen (PEREZ et al. 1996 a). Laut SCOTT et al. (2001) handelt es sich um
einen seltenen gutartigen Tumor oder eine reaktive Proliferation unklarer Atiologie.
Es tritt solitar oder multipel bei Hunden im Alter von 2-4 Jahren auf. Retriever und
Collies sind haufig betroffen und die Lasionen konnen in der Haut und in der Kornea
auftreten. Histologisch liegen unscharf begrenzte Infiltrate vor, die vor allem aus
Fibroblasten und histiozytaren Zellen bestehen. Teilweise findet sich eine
Fingerabdruck-artige Anordnung der Zellen. An anderer Stelle wird der Ausdruck
fibroses Histiozytom lediglich als Synonym fur eine nodulare granulomatose
Episkleritis genannt und nicht in Verbindung mit Hautlasionen gebracht (YAGER et
al. 1992; WILKOCK 1992).

225 Xanthom

Das Xanthom wird in der aktueller WHO Kilassifikation als Tumor-artige Lasion unter
den benigen histiozytaren Tumoren aufgefihrt (HENDRICK et al. 1998). Es tritt nur
aulderst selten beim Hund auf und ist eine multifokale Akkumulation von schaumigen
Makrophagen in der Haut. Bei anderen Haustieren kommt diese Lasion haufiger vor
und ist zum Teil mit erhdhten Cholesterin- oder Lipidspiegeln im Plasma assoziiert
(GOLDSCHMIDT und HENDRICK 2002).
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2.3 Immunantwort gegen Tumoren

2.3.1 Effektorzellen der Immunantwort

Zu den Effektorzellen der Immunantwort gegen Tumoren gehoéren zytotoxische T-
Zellen, NK-Zellen und Makrophagen. Neben diesen zytotoxisch wirkenden Zellen
erfillen die CD4+ T-Zellen und die Antigen-prasentierenden Zellen eine
Schlusselfunktion, in dem sie die Aktivierung der zellularen Reaktion vermitteln. Die
humorale Immunantwort ist wahrscheinlich nur im Rahmen der Antikdrper-
vermittelten zellularen Zytotoxizitat (ADCC, ,antibody dependant cellular cytotoxicity®)
von Bedeutung. Fur die Aktivierung, Funktion und Interaktion der genannten
Immunzellen sind auf3erdem zahlreiche Zytokine notwendig (ABBAS et al. 2000;
TIZZARD 2000). Noch immer ist nicht klar, welcher Zellpopulation die grofte
Bedeutung bei der Abwehr von Tumoren zukommt und welche Effektormechanismen
sich fur die Entwicklung von therapeutischen Strategien eignen (DRAKE und
PARDOLL 2002). Das Vorliegen von Tumor-infiltrierenden Leukozyten ist bei
zahlreichen Tumoren mit einer besseren Prognose assoziiert und man ging bislang
davon aus, dal durch die entzindliche Reaktion das Tumorwachstum eingedammt
wird. Allerding finden sich auch Hinweise daflr, dass infiltrierende
Entzindungszellen und pro-inflammtorische Zytokine wie TNFa, IL-1, IL-6 sowie
verschiedene Chemokine zum Tumorwachstum und zur Tumorprogression beitragen
konnten, indem sie DNA-Schaden, eine Beeintrachtiung der DNA-Reparatur,
verstarkte Angiogenese und die Freisetzung von Wachstumsfaktoren bewirken
(BALKWILL und MANTOVANI 2001; DRAKE und PARDOLL 2002).

2.3.11 CD8+ zytotoxische T-Lymphozyten

Zu den wichtigsten Effektorzellen der Tumorimmunitadt gehdren die CD8+
zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs). Sie erkennen tumorspezifische Antigene,
wenn diese in Zusammenhang mit MHC | prasentiert werden durch Bindung des T-
Zell-Rezeptors (TITU et al. 2002). Die Lyse der Zielzelle durch CTLs geschieht nach
spezifischer Bindung des Antigenrezeptors mit Hilfe der Enzyme Perforin und
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Granzym. Perforin wird aus zytoplasmatischen Granula freigesetzt und Iaf3t Poren in
der Membran der Zielzellen entstehen. Durch diese Offnungen kann das Enzym
Granzym eintreten und Kaspasen in der Zielzelle aktivieren. So geht die Zelle
schliel3lich durch osmotische Lyse und durch induzierte Apotose unter. (ABBAS et
al. 2000). Neben der Zerstorung von Tumorzellen durch Freisetzung dieser I0slichen
zytolytischen Faktoren sind CTLs in der Lage durch verschiedene direkte
Rezeptor/Liganden-Interaktionen die Apoptose der Zielzelle auszulosen. Dabei ist
neben dem TNFo- vermittelten Zelluntergang das Fas/Fas-Ligand—System der
bekannteste zytotoxische Mechanismus (KAGI et al. 1994). Alterationen in diesem
System wurden in einer Vielzahl von humanen Hauttumoren nachgewiesen
(PANFILIS 2001). In letzter Zeit wird TRAIL (,Tumor necrosis factor Related
Apoptosis Inducing Ligand®), einem weiteren Mitglied der TNFa-Superfamilie,
zunehmende Bedeutung beigemessen und Tumorzellen scheinen insbesondere
gegenuber TRAIL vermittelter Zytotoxizitat sensibel zu sein (HOSKIN 2000; SMYTH
et al. 2003). Die von CTLs getragenen Immunantwort erfordert zuvor die Aktivierung
und Proliferation naiver T-Zellen. Dazu ist, insbesondere wenn die Zielzellen kein
MHC | exprimieren, die Unterstitzung von Antigen-prasentierenden Zellen und CD4+
T-Zellen notwendig (BENNETT et al.1997).

2.3.1.2 CD4+ T-Helferzellen

CD4+ T-Zellen erkennen exogene Antigene, die im Zusammenhang mit MHC I
prasentiert werden. Sie werden an Hand der gebildeten Zytokine klassischerweise in
Th(Typ)1- und Th(Typ)2-Zellen unterteilt. Weitere Untergruppen von T-Zellen, wie
Th3-Zellen, Tr1-Zellen und ThO-Zellen wurden beschrieben. Das Zytokinprofil dieser
Subpopulationen ist ausschlaggebend flr den weiteren Verlauf der Immunantwort.
(MOSMANN und SAD 1996; CARTER und DUTTON 1996). Die Hauptaufgabe
Tumor-spezifischer CD4+ T-Zellen besteht wahrscheinlich in der Bereitstellung von
Th1-Zytokinen, um die Differenzierung und Proliferation zytotoxischer CD8+ T-Zellen
und somit eine effektive T-Zell Antwort zu ermdglichen. Die Freisetzung von
Zytokinen resultiert auferdem in der Akkumulation und Aktivierung weiterer

Effektorzellen wie tumoriziden Makrophagen und Lymphokin-aktivierten-Killerzellen
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(LAK), die ebenfalls maRgeblich zum Untergang der Tumorzellen beitragen knnen
(HUNG et al. 1998; FOSS 2002; COHEN et al. 2000). Fur die Aktivierung der naiven
CD4+ T-Zellen ist kein direkter Kontakt der CD4+ T-Zellen mit den Tumorzellen und
keine MHC Il-Expression auf der Tumorzelle selbst notwendig, da die Antigen
Erkennung Uber professionelle Antigen-prasentierende Zellen erfolgen kann
(COHEN et al. 2000). Hierbei spielt die Interaktion co-stimulatorischer Molekille eine
wichtige Rolle um eine ausreichende T-Zell-Antwort zu ermoglichen (OSSENDORP
et al. 2000).

2313 Naturliche Killerzellen (NK-Zellen)

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) sind im Gegensatz zu den CTLs, in der Lage ihre
Zielzellen ohne vorherige Sensibilisierung zu zerstoren. Sie werden durch die
Bindung des MHC I-Molekdiles in ihrer zytolytischen Funktion inhibiert und richten
sich dem zufolge gegen infizierte Zellen oder Tumorzellen, die wenig oder kein MHC
| exprimieren und von CTLs nicht erkannt werden. (HEBERMANN 2002; TIZZARD
2000) AulBer inhibitorischen Rezeptorinteraktionen, die die Lyse von normalen MHC
I- positiven Zellen verhindern, wurden auf NK-Zellen sogenannte ,natural cytotoxicity
rezeptoren“ (NCR) identifiziert, die bei Bindung an ihre Liganden eine Aktivierung der
NK-Zellen hervorrufen und zur Erkennung von Tumorzellen beitragen (LONG 2002;
MORETTA et al. 2002, MORETTA 2002). Als ausfuhrende Zelle der ADCC erkennen
NK-Zellen auRerdem IgG markierte Zellen durch Bindung an Fc-Rezeptoren (ABBAS
et al. 2000). NK-Zellen Uben ihre zytotoxische Funktion wie CTLs mit Hilfe von
Perforin und Granzym aus und konnen ebenfalls durch Liganden der TNFo-
Superfamilie die Apoptose von Zielzellen induzieren (VUJANOVIC 2001). Neben
ihrer Funktion als zytotoxische Effektorzellen besteht eine wichtige Funktion der NK-
Zellen in der Bildung von Zytokinen, insbesondere von IFNy (MILLER 2002), welches
die Aktivierung von Makrophagen, NK-Zellen und CTLs unterstitzt. Die zytotoxische
Funktion der NK-Zellen wird durch IL-2 und IL-12 verstarkt, ein Vorgang den man
sich zu nutzen macht, in dem man sogennannte Lymphokin-aktivierte Killerzellen
(LAKSs) therapeutisch einsetzt. (FOSS 2002, ABBAS et al. 2000).
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2314 Makrophagen

Bei vielen Tumorformen stellen Makrophagen einen Teil der leukozytaren Infiltration
im Tumorgewebe dar. Inwieweit sich das Vorhandensein von Tumor-assoziierten
Makrophagen (TAMs) jedoch positiv oder negativ auf das Tumorwachstum auswirkt
ist nicht geklart, da auler der tumoriziden Wirkung von Makrophagen auch
zunehmend proliferationsfordernde Effekte, die von Makrophagen ausgehen,
beobachtet werden. (BALKWILL und MANTOVANI 2001). Um ihre antitumorale
Funktion ausuben zu konnen, mussen Makrophagen zuvor aktiviert werden. Dies
kann zum Beispiel durch Interferon, Lipopolysaccharide oder Bindung an Fc-
Rezeptoren bei der ADCC geschehen (BINGLE et al. 2002). |hre zytotoxische
Wirkung wird durch Freisetzung von Proteasen, reaktiven Sauerstoffverbindungen
und Stickstoffmonoxid (NO) erreicht. Die induzierbare NO-Synthase (iINOS) generiert
aus Arginin Citrullin, wodurch NO frei wird, das mit reaktiven Sauerstoffverbindungen
hoch reaktive Radikale bildet und zytotoxisch wirkt. (ABBAS et al. 2000). NO scheint
maldgeblich an der tumoriziden Aktivitat von Makrophagen beteiligt zu sein (HUNG et
al. 1998). Andererseits konnte festgestellt werden, dass eine erhohte iINOS-
Expression der Tumor-assoziierten Makrophagen die Neovaskularisation férdert und
den Blutflul erhoht (BINGLE 2000). Moglicherweise ist die Wirkung von NO auf
Tumoren Dosis-abhangig und begunstigt in niedrigen Konzentrationen die
Angiogenese und somit das Tumorwachstum, bei hohen Konzentrationen hingegen
Ubt es eine zytostatische oder zytotoxische Wirkung auf Tumorzellen aus. (JENKINS
et al. 1995). Makrophagen sind, anders als NK-Zellen und T-Zellen, in der Lage
Phagozytose zu betreiben. Sie konnen durch starke MHC Il-Expression CD4+ T-
Zellen aktivieren und sie setzen Zytokine frei, die zur Rekrutierung weitere
Entzindungszellen beitragen bzw. direkt zytotoxisch wirken (FOSS 2002).

2.3.1.5 Dendritische Antigen-prasentierenden Zellen

Professionelle Antigen-prasentierende Zellen (APCs) geraten zunehmend ins
Interesse der Immuntherapie zur Induktion einer Tumor-spezifischen Immunitat
(BANCHEREAU und STEINMAN 1998). Antigen-beladene dendritische Zellen
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erfillen eine entscheidende Aufgabe bei der Aktivierung Tumor-spezifischer T-Zellen
(ZHOU et al. 2002). Sie sind in der Lage Tumorzellen oder Teile davon
aufzunehmen und ihre Antigene MHC Il-gebunden den CD4+ T-Zellen zu
prasentieren. Genauso konnen APCs exogene Tumorantigene aufnehmen und in
Verbindung mit MHC | prasentieren, wodurch eine indirekte Aktivierung der CD8+ T-
Zellen ermoglicht wird. Entscheidend ist dabei, dass Antigen-prasentierende Zellen
co-stimulatorische Molekule zur Verfugung stellen, die fur eine effektive Aktivierung
naiver T- Zellen notwendig sind (FOSS 2002). Dieses Phanomen, genannt ,cross
presentation®, ist im Falle von Tumorzellen, denen MHC oder andere co-
stimulatorische Molekile fehlen von besonderer Bedeutung (HUANG et al. 1994;
REID 2001; CARBONE et al.1998). Man geht inzwischen davon aus, dass fur eine
optimale Aktivierung das Antigen gleichzeitig von einer zytotoxischen T-Zelle und
einer T-Helferzelle auf derselben Antigen-prasentierenden Zelle erkannt werden
mufd. Dabei ist vermutlich die Bereitstellung von CD40 durch T-Helferzellen
ausschlaggebend. (BENNETT et al. 1998). Durch die Interaktion von dendritischen
Zellen und NK-Zellen wird au3erdem die Reifung und Potenzierung der zytolytischen
Aktivitat von NK-Zellen bewirkt (MORETTA 2002).

2.3.1.6 Zytokine

Zytokine sind Peptide oder Glykopeptide, die Ioslich oder membrangebunden
vorliegen kdénnen und als Mediatoren bei der Interaktion von Zellen im Rahmen der
Immunantwort dienen. Einzelne Zytokine besitzen meist eine Vielzahl von
Funktionen und kénnen auf unterschiedliche Zellpopulationen wirken. Zudem gibt es
viele Zytokine deren Funktionen sich teilweise Uberschneiden. Wichtige pro-
inflammatorische Zytokine, die bei der Immunantwort gegen Tumoren eine Rolle
spielen sind Interleukin (IL)-2 und Interferon gamma (IFNy), die in erster Linie von
lymphatischen Zellen gebildet werden sowie die Zytokine I[L-12 und Tumor-
Nekrosefaktor alpha (TNFa), die vor allem Produkte der Makrophagen sind. Sie
uben einen positiven Effekt auf die Differenzierung, Proliferation oder Aktivierung der
zellularen Effektoren aus. Die hauptsachlich von Makrophagen gebildeten Zytokine

IL-1 und IL-6 besitzen ein weites Wirkungsspektrum, unter anderem haben sie einen
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pro-inflammtorischen Einflul auf die zellulare Immumantwort. IL-8 besitzt als
Chemokin eine chemotaktische Wirkung auf Entzindungszellen. IL-10 und
transformierender Wachstumsfaktor beta (TGF) sind Vertreter der sogenannten
anti-inflammatorischen Zytokine, die den Effekten der oben genannten Zytokine
entgegensteuern und deren physiologische Rolle in der Limitierung einer
entzindlichen Reaktion besteht. Sie werden von einigen Tumorzellen gebildet, um
die Aktivierung und Proliferation zytotoxischer Zellen zu unterbinden. (ABBAS et al.
2000; TIZZARD 2000; ROITT et al. 2000)

IL-1 ist ein multifunktionales, stark inflammatorisches Zytokin, dass von Monozyten
und Makrophagen aber auch von vielen anderen Zelltypen gebildet werden kann und
eine wichtige Bedeutung fur die Aktivierung von T-Zellen hat. Es induziert die
Synthese von IL-2 und IL-2 Rezeptoren in Lymphozyten und unterstitzt die
Generation von CTLs. Ein zytostatischer bzw. zytotoxischer Effect von IL-1 auf
verschiedene Tumorzelllinien konnte nachgewiesen werden (DINARELLO 1998) (LE
UND VILCEK 1987)

IL-2 ist fur die klonale Expansion von T-Lymphozyten nach Antigenkontakt
verantwortlich. Es wird vor allem von CD4+ T-Lymphozyten, aber auch von NK-
Zellen und CD8+ T-Lymphozyten gebildet und hat eine ausgepragte autokrine
Wirkung. Es unterstutzt in erster Linie die Proliferation der Antigen-spezifischen T-
Zellen, stimuliert aber auch das Wachstum von NK-Zellen und B-Zellen (ABBAS et
al. 2000). IL-2 unterstutzt die Funktionen von NK-Zellen in dem es die FAS-Ligand
und Granzym vermittelte Zytotoxizitat unterstltzt und dadurch die sogenannten
Lymphokin-aktivierten Killerzellen (LAK) entstehen (RODELLA et al. 1997). Die
Fahigkeit von IL-2 die Zelllyse durch NK-Zellen und CTLs zu stimulieren, hat es als
biologisches Agens in das Interesse der Immuntherapie geruckt (FEHNINGER et al.
2002). Es konnte gezeigt werden, dass IL-2 das Wachstum von Tumoren hemmt
und es wird zum Teil erfolgreich zur Therapie von Tumorerkrankungen eingesetzt
(ROSENBERG 2001 a + b).

IL-6 ist ein Zytokin mit ausgepragter Pleiotrophie, das von vielen Zelltypen, nach

Stimulation durch IL-1 oder TNFo gebildet werden kann. Zu seinen Funktionen
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gehort die Induktion der Differenzierung, Proliferation und IL-2 Expression von T-
Zellen. Experimentell hemmt IL-6 das Wachstum einiger Tumorzelllinien. (LE und
VILCEK 1989; HIRANO et al. 1990) In einer Studie von MC INTOSH et al. (1989)
konnten im Serum von Tumor-tragenden Mausen erhohte IL-6 Spiegel

nachgewiesen werden.

Als Zytokin mit chemotaktischer Wirkung gehort IL-8 (CXCL8) zu den sogenannten
Chemokinen. Es stimuliert in erster Linie die Chemotaxis von neutrophilen
Granulozyten, Ubt aber auch einen Effekt auf andere Leukozyten aus. Ob IL-8 eine
chemotaktische Wirkung auf T-Zellen ausubt ist umstritten (WUYTS et al. 1998). IL-8
besitzt einen positiven EinfluR auf die Angiogenese und unterstitzt so
moglicherweise das Wachstum von Tumoren (KOCH et al. 1992). Aullerdem kann
es die Expression von bestimmten Metalloproteinasen verstarken und dadurch das

invasive Verhalten von Tumoren beinflussen (STRIETER 2001).

IL-10 ist eines der Zytokine mit anti-inflammatorischer Wirkung und ein wichtiger
Regulator der zellularen Immunantwort. Es wird von T-Zellen, Monozyten und B-
Zellen gebildet und inhibiert die Aktivierung, Proliferation und Zytokinsynthese von
Lymphozyten (MOORE et al. 2001). Es hemmt die Aktivierung von Makrophagen
und die Produktion von IL-12 und TNFa sowie die Expression von MHC Il und co-
stimulatorischen Molekulen auf Antigen-prasentierenden Zellen. Vermutlich ist die
Fahigkeit von IL-10, die Zytokin-Synthese in T-Zellen und NK-Zellen zu hemmen, auf
diese Beeintrachtigung der Antigen-prasentierenden Zellen zuruck zu fuhren
(FIORENTINO et al. 1991). In verschiedenen malignen Zelltypen konnte IL-10
Synthese nachgewiesen werden und vermutlich stellt die Produktion dieses Zytokins
eine Moglichkeit dar, der Immunantwort gegen Tumoren zu entweichen (KIM et al.
1995).

IL-12 wird von Makrophagen, Monozyten und dendritischen Zellen gebildet und nutzt
die Mechanismen der erworbenen und der angeborenen Immunitat um seine
Wirkung gegen Tumoren auszuuben (BINGLE et al. 2002). Es fordert die
Proliferation und zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen und zytotoxischen T-

Lymphozyten und induziert die Zytokinsekretion, insbesondere von IFNy und IL-2 in
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diesen Zellen. Ein weiterer Effekt dieses Zytokins ist die Entwicklung naiver CD4+ T-
Zellen zu Th1-Zellen (BRUNDA 1994; TRINCHIERI 2003). Uber IFNy fiihrt es
indirekt zur Aktivierung von Makrophagen (BRUNDA et al. 1996). In verschiedenen
Studien wurde ein starker antitumoraler und antimetastatischer Effekt von [L-12
nachgewiesen, der durch die Proliferation und Aktivierung von NK- und T-Zellen und
die daraus resultierende Zytokinsekretion, vor allem von IFNy, vermittelt wird.
(FUJIWARA 1996; YU et al. 1997; COLOMBO und TRINCHIERI 2002). Obwohl IL-
12 im Tierversuchen einen deutlichen therapeutischen Effekt gegen verschiedene
murine Tumoren zeigt, konnte es jedoch bislang wegen seiner starken Toxizitat
klinisch nicht eingesetzt werden (SMYTH et al. 2000).

Das von Makrophagen und anderen Immunzellen gebildete Zytokin TNFa ist ein
wichtiges Effektormolekul fir die T-Zell und NK-Zell vermittelte Lyse von
immunogenen Tumorzellen. Es foérert die Proliferation und IFNy-Produkion in T-
Lymphozyten und NK-Zellen (LE und VILCEK 1987). Neben seiner Bedeutung flr
die Aktivierung zytotoxischer Zellen besitzt es eine direkte antitumorale Wirkung
indem es durch Rezeptorbindung die Apoptose von Tumorzellen auslésen kann oder
in hohen lokalen Konzentrationen durch Induktion von GefaRthrombosen die
Nekrose des Tumorgewebes hervorruft (ABBAS et al. 2000). Andererseits scheint
chronisch niedrig dosiertes TNFo auch als Tumorpromotor zu wirken, da es die
DNA-Mutagenese durch reaktive Stickstoffverbindungen und die Ausbildung eines
Tumorstromas begunstigt (BALKWILL 2002).

IFNy wird von NK-Zellen und aktivierten T-Zellen nach IL-12 Stimulation oder
Antigenkontakt gebildet. Es ist ein wichtiges Zytokin fur die Aktivierung von
zytotoxischen T-Zellen, NK-Zellen und Makrophagen und es scheint nicht nur die
zytolytische Aktivitat von Effektorzellen zu unterstutzen, sondern auch deren
Migration ins Tumorgewebe zu beeinflussen (NAKAJIMA et al. 2001). Es stimuliert
die Expression von MHC | und Il auf APCs, es fordert die Entwicklung naiver CD4+
T-Zellen zu Th1-Zellen und unterstitzt die Bildung bestimmter opsonierender
Antikérper (ABBAS et al. 2000). IFNy verstarkt die INOS-Genexpression in

Makrophagen und bewirkt so die Produktion groRer Mengen NO, einer Substanz die
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eine inhibitorische Wirkung auf das Wachstum von Tumorzelllinien gezeigt hat
(FUJIWARA et al. 1997). Es gibt Hinweise dafur, da® IFNy zudem eine protektive
Wirkung gegen Tumoren ausubt, indem es eine Inhibition der zellularen Proliferation
und der Angiogenese hervorruft. Die Bedeutung von IFNy im Rahmen der
Tumorimmunitat wurde dadurch bekannt, dass die AbstoRung von transplantierten
chemisch induzierten Fibrosarkomen in Mausen durch neutralisierende Antikorper
gegen IFNy aufgehalten wurde (IKEDA et al. 2002). AulRerdem zeigten IFNy-
defiziente Mause in Tierversuchen haufiger Tumoren und es ist anzunehemen, dass
dieses Zytokin eine Rolle beim Schutz vor spontan entstehenden Tumoren spielt
(SMYTH et al. 2001).

Das antiinflammatorische Zytokin TGF[ unterdrickt das Wachstum von T- und B-
Zellen. Es Ubt einen negativen EinfluR auf die TNFa Synthese, die Bildung von
reaktiven Sauerstoffverbindungen und die Adhasion von Granulozyten an
Endothelzellen aus. In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass TGF[ die
Entstehung spezifischer zytotoxischer T-Zellen inhibiert und eine Veringerung der
zellularen Infiltration mit herabgesetzter MHC |l Expression und erniedrigter Anzahl
von CD8+ T-Zellen im Gewebe Virus-infizierter Tiere hervorruft. In Hinsicht auf seine
Bedeutung im Rahmen der Tumorimmunitat konnte fur Glioblastome und die akute
T-Zell-Leukamie nachgewiesen werden, dass die Tumorzellen durch die Bildung von
TGFB zu einer Immunsuppression fuhren. (FONTANA et al. 1992)

2.3.2 Grenzen der Tumorimmunitat

Tierversuche und klinische Studien haben gezeigt, dass Tumoren unter Umstanden
eine Immunreaktion des Wirtes hervorrufen, die zur Unterdrickung des
Tumorwachstums fuhren kann. Dieser Vorgang beruht vermutlich darauf, dass sich
die neoplastischen Zellen durch Verlust, Zugewinn oder Veranderung von Antigenen
auf der Zelloberflache von normalen Zellen unterscheiden und als fremd erkannt
werden. Dabei stimmen die onkogenen Mutationen und die Mutationen, die zur
Veranderung der Antigene flihren meist nicht Uberein. Die immunogen veranderten

oder uberexprimierten Peptidantigene werden als Tumor-spezifische Antigene
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(TSAs) oder Tumor-assoziierte Antigene (TAAs) bezeichnet (ROITT et al. 2001). Auf
diesen Beobachtungen basierend ging man in den 60er Jahren von dem Konzept
der ,Immune Surveillance” (BURNET 1967) aus, nach dem das Immunsystem, die
aus standigen Mutationen hervorgehenden, neoplastischen Zellen als fremd erkennt
und meistens eliminiert bevor es zur Manifestation von Tumoren kommt. Lediglich
Ausnahmefalle, in denen neoplastische Zellen Mechanismen entwicklet haben, um
sich der Immumantwort des Wirtes zu entziehen, fuhren nach dieser Hypothese zu
progressive Tumoren (PARDOLL 2001). Inzwischen weil man jedoch, dass die
Mehrzahl der spontan entstehenden Tumoren nur schwach immunogen ist und keine
oder eine kaum nachweisbare Immunreaktion auslést. Das auf3ert sich auch darin,
dass Nacktmause oder andere immunsupprimierte Lebewesen keine erhohte
Inzidenz fUr nicht-Virus-assoziierte Tumorerkrankungen zeigen (DRAKE und
PARDOLL 2002; ROITT et al. 2001). Grunde fur diese fehlende oder unzureichende
Immunantwort kénnen schwach immunogene bzw. maskierte Antigene, eine
unzureichende Antigenprasentierung, oder eine Hemmung der Aktivierung von
Effektorzellen sein (FOSS 2002). Weitere Strategien mit deren Hilfe sich Tumoren
der Immunantwort entziehen sind die Bildung von anti-inflammatorischen Zytokinen
wie IL-10 und TGFp oder, im Falle von Fas-resistenten Tumoren, die Induktion einer
Fas-Ligand vermittelten Apoptose von tumorspezifischen Lymphozyten (O°'CONNEL
2000). Die herkdmmliche Hypothese der ,Immune Surveillance“ ist heute nur noch
eingeschrankt gultig und man geht davon aus, dass die Expression von Tumor-
spezifischen Antigenen mit dem Vorhandensein von bestimmten stimulatorischen
Signalen ,danger signals® (MATZINGER 1994) zusammenfallen muf3, um eine
ausreichende Immunantwort zu induzieren. Wenn Tumorantigene in einem Umfeld
ohne stimulatorische Signale exprimiert werden, sind die Antigen-prasentierenden
Zellen nur unzureichend aktiviert und es entwickelt sich, statt einer Tumor-
spezifischen Zytotoxizitat, eher eine Immuntoleranz gegenuber diesem Antigen. Dem
zufolge ist nicht nur die spezifische Antigen/T-Zell-Interaktion fir die Entstehung der
spezifischen  Immunitat ausschlaggebend, sondern auch die lokalen
Umgebungsverhaltnisse, unter denen diese Interaktion statt findet. (SEITER und
MARINCOLA 2000; SMYTH et al. 2001; PARDOLL 2001; SOGN 1998)
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2.4 Spontanregression naturlich auftretender Tumoren
der Haussaugetiere

In experimentellen Studien wurden verschiedene Wege, mit deren Hilfe das
Immunsystem Tumorzellen eliminiert, dargestellt. Auch klinisch konnten im Blut oder
Gewebe von Patienten Tumor-spezifische Antikorper bzw. T-Zellen, als Ausdruck
einer spezifischen Immunantwort, nachgewiesen werden (ABBAS et al. 2000).
Trotzdem stellt die Regression naturlich auftretender Neoplasien eine Ausnahme
dar. In der Humanmedizin sind Tumoren, die sich spontan zurlickbilden, wie z.B. das
Melanom (WAGNER et al. 1998), Gegenstand intensiver Forschung. Das folgende
Kapitel beschrankt sich jedoch auf Beispiele naturlicher Tumorregression aus dem
Bereich der Haussaugetiere, wie den Ubertragbaren venerischen Tumor, das
Melanom des Sinclair Miniaturschweins und das Papillom. Auf die Regression des

kutanen Histiozytoms wurde bereits in 2.1.4 eingegangen.

241 Ubertragbarer Venerischer Tumor

Der uUbertragbare venerische Tumor ist ein Rundzelltumor, der vor allem an der
Genitalschleimhaut von Kaniden auftritt und als Transplantationsmetastase haufig
beim Deckakt Ubertragen wird. Die Tumorzellen weisen eine ahnliche Morphologie,
wie die des kaninen kutanen Histiozytoms auf, zeigen jedoch auffallige
Chromosomenaberrationen. Gelegentlich kommt es zur Metastasierung in regionare
Lymphknoten oder zur Ausbildung von Tumoren in extragenitalen Lokalisationen
(GOLDSCHMIT und HENDRICK 2002). In den meisten Fallen tritt jedoch nach einer
progressiven Phase die spontane Ruckbildung des Tumors ein, die mit einem
Anstieg der CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten im Tumorgewebe (GONZALES et al.
2000) und einer erniedrigten Tumorzellproliferation (CHU et al. 2001) assoziiert ist.
PEREZ et al. (1998) konnten zusatzlich zu einem Anstieg von CD3+ T-Lymphozyten
auch eine erhdhte Anzahl von B-Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen in
regressiven Tumoren nachweisen. Gegenuber der progressiven Phase, kommt es in
der regressiven Phase des Tumors zu einer gesteigerten MHC |- und MHC Il-

Expression auf den Tumorzellen. Daraus kann man schliessen, dass sich der
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ubertragbare venerische Tumor zunachst durch herabgesetzte Expression von MHC-
Molekulen der T-Zell Antwort entzieht und spater erst, durch Zytokinfreisetzung der
Tumor—infiltrierenden Lymphozyten, eine normale MHC-Expression einsetzt, die die
Regression des Tumors zur Folge hat (HSIAO et al. 2002).

24.2 Melanom des Sinclair-Miniaturschweines

Sinclair-Miniaturschweine haben eine besondere Rassendisiposition flr das
Auftreten multipler kutaner Melanome, die im Ferkelalter todlich verlaufen kdnnen
(10-15%), jedoch in den meisten Fallen eine spontane Regression aufweisen und
sich im Alter von 1-2 Jahren zurtckbilden (MORGAN et al. 1996). Die Tumoren
zeigen in der Morphologie wund bezlglich des Veteilungsmusters von
Organmetastasen ein groRe Ahnlichkeit mit malignen Melanomen des Menschen,
und werden deshalb haufig als Tiermodell herangezogen. Bei der Regression kommt
es zur Infiltration mit mononuklearen Zellen, zur Depigmentierung und zur Fibrose
des Tumors, vergleichbar mit der Regression von humanen Melanomen
(OXENHANDLER et. al. 1979 und 1982). Es konnte ein biphasischer Verlauf der
Regression festgestellt werden. In der ersten Phase ist eine massive Infiltration mit
Makrophagen zu verzeichen und in der zweiten Phase tritt eine Uberwiegend
lymphozytare Infiltration des Tumorgewebes ein (GREENE et al. 1994). Eine
Untersuchung von PATHAK et al. (2000) ergab, dass die Regression des Sinclair-
Schwein-Melanoms mit einem Verlust der Telomerase-Aktivitat und einer Reduktion
von Telomer-Wiederhohlungen assoziiert ist. Dies fuhrt zur Bildung von abnormalen

Chromosomenkonfigurationen und resultiert schlief3lich im Zelltod.

243 Papillom

Papillome und Fibropapillome werden durch ein Infektion mit Papilloma-Viren,
unbehullten doppelstrangige DNA-Viren, verursacht und treten bei vielen Spezies in
der Haut und der kutanen Schleimhaut auf. Die Papillome, umgangsprachlich als
,Warzen“ bezeichnet, bilden sich in der Regel spontan zurtck. Allerdings kann es zu

langwierigen und extensiven Krankheitssverlaufen mit persistenten Papillomen
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kommen. (GOLDSCHMIT und HENDRICK 2002) Unter Umstanden tritt bei oralen
Papillomen des Hundes eine Progression zu Karzinomen ein (WATRACH et al.
1970). Untersuchungen verschiedener Autoren ergaben, dass die humorale
Immunitat zwar vor einer Reinfektion mit Papilloma-Viren schitzt, jedoch keinen
wesentlichen Einfluly auf die Regression bereits bestehender Papillome hat. Die
Ruckbildung von Papilloma-induzierten Lasionen wird von der zellularen Immunitat
getragen und Papillome in Regression weisen eine lymphozytare Infiltration auf
(NICHOLLS und STANLEY 2000). Die immunhistologische Untersuchungen
regressiver kaniner oraler Papillome ergab, dass eine Infiltration mit CD4+ und CD8+
T-Lymphozyten vorliegt, wobei die CD4+ T-Zellen zahlreicher vorhanden waren
(NICHOLLS et al. 2001).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Untersuchte Hunde

Zur Untersuchung lagen Histiozytome von 30 Hunden unterschiedlicher Rassen mit
einem Durchschnittsalter von 2,6 Jahren (5 Monate bis 13 Jahre) vor (Tab.1). Die
unfixierten Tumoren wurden kurz nach der operativen Entfernung bei Tierarzten
abgeholt und innerhalb weniger Stunden fur die nachstehenden Untersuchungen
verarbeitet. Die Angaben zum Signalement des Tieres und zur Lokalisation des
Tumors wurden von den behandelnden Tierarzten im Vorbericht mitgeteilt. Eine
EDTA-Blutprobe jedes Patienten wurde mit Hilfe von automatisierten
Hamatologiesystemen (H*1 und Advia 120, Bayer) gemessen, um die Erythrozyten-
und Leukozytenzahl mit Differenzialblutbild zu ermitteln. Als Kontrollgewebe dienten
Hautbiopsien aus dem Ingiunalbereich von 4 gesunden Beaglen, die in der
Medizinschen und Gerichtlichen Veterinarklinik, Giessen als Blutspendehunde
eingesetzt wurden (Tab. 2). Drei der Kontrolltiere waren mannlich und eines weiblich.
Das Durchschnittsalter betrug 7 Jahre (5 -10 Jahre).

Tab. 1: Tagebuch-Nummer., Rasse, Geschlecht und Alter der Hunde,
Lokalisation des Histiozytoms und Datum der Operation
Tgb.-Nr. Rasse Geschl., Alter Lokalisation OP
1 T9335/98 Mischling m.,6 M Knie 02.12.98
2 T990/99 Retriever Mischling m., 5 M Unterkiefer 08.02.99
3 T1442/99 Terrier Mischling m., 1J Brustwand 24.02.99
4 | T1642/99 Boxer w., 4J Ohr 03.03.99
5 | T1895/99 | Staffordshire Terrier m., 8 M Zehe 11.03.99
6 | T2058/99 Boxer Mischling m.,6 M Tarsus 18.03.99
7 | T3222/99 Yorkshire Terrier w., 13 J Oberschenkel | 03.05.99
8 | T3739/99 Boxer w., 3J Vorderpfote 20.05.99
9 | T3901/99 Schéaferhund w., 13 M Ohr 26.05.99
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Fortsetzung Tab. 1:

Tgb.-Nr. Rasse Geschl., Alter Lokalisation OoP
10 | T4257/99 Dogge m.,1J Ohr 09.06.99
11 | T4296/99 Bedlington Terrier m.,2J Lefze 10.06.99
12 | T4429/99 Rottweiler w., 6 M Wange 15.06.99
13 | T5935/99 Labrador Mischling w., 9M Thorax 09.08.99
14 | T6195/99 Boxer w., 3J Ohr 16.08.99
15 | T6196/99 Yorkshire Terrier w.,2J Nasenspiegel 16.08.99
16 | T6641/99 Dogge m., 3J Tarsus 01.09.99
17 | T6646/99 Fox Terrier m., 3J Metacarpus 01.09.99
18 | T7435/99 Rauhaardackel w.,1J Augenlied 30.09.99
19 | T8031/99 Deutsch Kurzhaar m., 1,5J Vorderbein 22.10.99
20 | T8520/99 Labrador Mischling m., 3J Nacken 10.11.99
21 T106/00 Jack Russel Terrier m., jung Vorderbein 06.01.00
22 | T391/00 Pit Bull w., 1J Thoraxwand 17.01.00
23 T594/00 Rottweiler w., 6 M Lefze 24.01.00
24 T811/00 Husky Mischling w., 1,5J Metatarsus 29.01.00
25 | T1190/00 Mischling w., 2,5J Augenlid 14.02.00
26 | T1481/00 Pit Bull w.,4J Vorderpfote 24.02.00
27 | T1881/00 | Staffordshire Terrier m.,1J Nasenriicken 10.03.00
28 | T2191/00 Labrador Mischling w.,4J Ohr 23.03.00
29 | T2639/00 Dogge m., 4J Ohr 07.04.00
30 | T3838/00 Cocker Mischling m.,1J Ohr 29.05.00

Tgb.-Nr. = Tagebuchnummer, w = weiblich, m = mannlich, J = Jahre, M = Monate, OP=
Datum der Operation
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Tab. 2: Kontrollhunde: Nummer, Name, Rasse, Geschlecht und Alter der
Hunde, Lokalisation der Hautbiopsie und Datum der Entname.

Nr., Name Rasse Geschl., Alter Lokalisation Datum
1 B4 Dusty Beagle m.,5J Inguinalbereich 14.06.99
2 B5 Eddy Beagle m.,5J Inguinalbereich 14.06.99
3 B6 Marie Beagle w., 8J Inguinalbereich | 02.08.99
4 B9 Marco Beagle m., 10 J Inguinalbereich | 01.08.99

w = weiblich, m = mannlich, J = Jahre

3.2 Gewebeproben fur die Histologie, Immunhistologie
und RT-PCR
3.2.1 Herstellung der Gefrierblocke und Paraffinblocke

Fir die Herstellung der Gefrierblocke wurden die Gewebeproben halbiert, eine Halfte
mit der Schnittflache nach unten auf den Boden eines Aluminiumhitchens gelegt
und mit Tissue Tec® OCT (uberschichtet. Die Aluminiumhiitchen wurden in ein
Isopentan®-Bad gestellt und durch umgebenden flissigen Stickstoff gekunhlt.
AnschlieBRend wurden die Gefrierblocke bis zur Weiterbearbeitung bei —70° C
gelagert (WUNSCHMANN et al. 1999). Der verbleibende Teil der Probe wurde fiir
mindestens 24 Stunden in 10%igem nicht-gepuffertem Formalin fixiert. Nach
maschineller Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe erfolgte die
Einbettung der Proben bei 58° C in einem Paraffin-Paraplast®-Gemisch. Die GréRe
der Histiozytome wurde als Durchmesser der Schnitteben im Paraffinblock

gemessen.
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3.2.2 Herstellung der Gefrierschnitte und Paraffinschnitte

FUr den Immunhistologischen Nachweis der Antigene CD3e, CD21(like), CD4 und
CD8 wurden 10 um dicke Serienschnitte jedes Gefrierblockes mit einem Kryotom der
Firma Reichert-dung (Frigocut, Modell 2700) geschnitten und je zwei Schnitte auf
einen Super Frost/PIus®-Objektréger (Menzel Glaser) aufgezogen. Anschliel’end
wurden die Schnitte 10 min luftgetrocknet und weitere 10 min in Aceton fixiert. Bis

zur Weiterverarbeitung wurden die Schnitte bei —70° C gelagert.

Far den immunhistologischen Nachweis des myeloischen/histiozytaren Antigens und
Lysozyms sowie fur den TUNEL-Essay wurden 3-4 um dicke Paraffinschnitte in
Serie geschnitten, auf Super Frost/Plus-Objekttrager (Menzel Glaser) aufgezogen
und bis zur Weiterverarbeitung bei Raumtemperatur gelagert. Fur die
Diagnosestellung und Gruppeneinteilung der Histiozytome wurden pro Paraffinblock
ein 3-4 um dicker Schnitt auf Star Frost-Objekttrager (Menzel Glaser) aufgezogen
und mit Hamatoxylin-Eosin (HE) in einem Farbeautomaten (Shandon Varistain 24-3,

Life Science) gefarbt.

3.3 Lichtmikroskopische Gruppeneinteilung der Histiozytome

In Anlehnung an die Einteilung von COCKERELL und SLAUSON (1979) wurden die
Histiozytome histologisch nach Menge und Muster der lymphozytaren Infiltration im
HE-Schnitt in 4 Gruppen eingeteilt. In der Gruppe 1 waren keine oder nur eine
geringe Anzahl von infiltrierenden Lymphozyten im Tumorgewebe vorhanden. In
Gruppe 2 lag eine maBige, diffuse und in den Randbereichen eine teils nodulare,
lymphozytare Infiltration vor. Histiozytome der Gruppe 3 waren durch deutliche
nodulare Infiltrate charakterisiert, die sich von der Subkutis bis ins Zentrum des
Tumors ausbreiteten. In Gruppe 4 war die lymphozytare Infiltration bereits soweit

fortgeschritten, dass die Anzahl der Lymphozyten die der Tumorzellen uberstieg.
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3.4 Immunhistologie

Zum immunhistologischen Nachweis der Lymphozytendifferenzierungsantigene
CD3¢, CD21(like), CD4 und CD8 wurden Gefrierschnitte mit spezifischen Antikdrpern
inkubiert. Fur den Nachweis von myeloischem/histiozytarem Antigen und Lysozym

wurden Paraffinschnitte verwendet.

3.4.1 Antikdrper und Seren

Primar-, Sekundar- und Tertidrantikbrper wurden, soweit keine anderen Angabe
gemacht werden, in Tris-gepufferter Kochsalzlésung (TBS) verdunnt. Die Angaben
zu den Primarantikérpern sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Eine Ubersicht der

Antikorperkombinationen ist in Tabelle 4. dargestellt .

Tab. 3: Spezifitat, Klon, Herkunftsspezies, Verdinnung und Bezugsquelle der
verwendeten Primarantikorper

Antigen Klon Spezies Verdinnung |Bezugsquelle
CD3¢ CD3-12 Ratte 1:400 Connex
caCD21(like) CA2.1D6 Maus 1:500 Dr. P. Moore
caCD4 YKIX302.9.3.7. |Ratte 1:100 Dr. S. Cobbold
caCD8 Dog10-1-1 Maus 1:1000 Dr. C. Vogl
Lysozym Polyklonal Kaninchen |[1:800 Dako
Myeloid/Histiocyte | MAC 387 Maus 1:1600 Dako

Antigen
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Tab. 4 : Ubersicht der verwendeten Primar-, Sekundar- und
Tertiarantikorper

N Tertiar-AK-
Antigen Primar-AK Sekundar |Detektions Vorbehandlung Schnitte
(Klon) (Blocken)
-AK -system
CD3e CD3-12 biot.
Kanin.-
anti-Ratte
ca CD21(like) | YKIX302.9.3.7. Ig
keine Gefrier-
schnitte
ca CD4 CA2.1D6 biot. ABC
Pferd-anti-
ca CD8 Dog10-1-1 | Mauslg
biot.
Anti-Lysozym Ziege- i
Lysozym (polyklonal) anti- Protease-Vbh.
Kanin. Ig Paraffin-
schnitte
Myeloisches / :
histiozytares MAC 387 Ratte-anti- PAP Protease-Vbh.
. Maus Ig (Rattenserum)
Antigen

AK=Antikérper, ca= kanines, biot=biotiniliert, Ig=Immunglobulin, Vbh.=Vorbehandlung

Die Antikorper gegen die kaninen Lymphozytenoberflachenmarker CD21 (like), CD4
und CD8 wurden von Dr. P. Moore (University of California, Davis, USA), Dr. S.
Cobbold (University of Cambridge, Cambridge, Grof3britannien) und Dr. C. Vogel
(GSF-National Research Center for Environment and Health, Muinchen,

Deutschland) freundlicherweise zur Verfugung gestellt.

Als Sekundarantikorper wurde biotiniliertes Pferde-anti-Maus, Kaninchen-anti-Ratte

oder Ziege-anti-Kaninchen Immunglobulin von der Firma Vector Laboratories bzw.
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Ratte-anti-Maus Immunglobulin von der Firma Dianova verwendet (Tab. 4). Die

Verdlinnung betrug stets 9 ul/ml TBS.

Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC, Vector Laboratories, PK 4000) in einer
Verdinnung von 9 ul Avidin und 9 pl Biotin /ml TBS sowie Peroxidase-anti-
Peroxidase von der Maus (PAP, Dianova) in einer Verdinnung von 2 pul/ml TBS

dienten als Tertidrantikorper (Tab. 4).

FUr den Ansatz des Primarantikdrpers gegen Lysozym wurde 5%iges Hundeserum
(Tab. 3) und fur die Proteasebehandlung bei MAC 387 10%iges Rattenserum (Tab.
4) verwendet.

3.4.2 Protokoll der Immunhistologie (ABC-Methode) zum Nachweis
der Lymphozyten-spezifischen Antigene im Gefrierschnitt

In Anlehnung an die von HSU et al. (2000) beschriebene Avidin-Biotin-Peroxidase-
Komplex-Methode wurde folgendes Protokoll verwendet: Soweit nicht anders
angegeben, wurden die Inkubationen bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Zum
Auftragen der Antikdrper und flur die dazwischen liegenden Waschschritte wurden
die Objekttrager auf ein Tablett gelegt, die Losungen als liegender Tropfen auf das

Gewebe pipettiert und nach der Inkubationszeit abgesaugt.

1. Trocknen der bei —70° C gelagerten Schnitte bei Raumtemperatur fur 30 min
2. Umgrenzung jedes Schnittes mit Hilfe eines hydrophoben Stiftes (Pap-Pen®)
3. Waschen der Schnitte in TBS, zweimal fur 5 Minuten bei Raumtemperatur

4. Inaktivierung der endogenen Peroxidase in 0,03%igem HyO, in TBS fur 30

min
5. Waschen der Schnitte in TBS, dreimal fir 5 Minuten

6. Auflegen der Objekttrager auf ein Tablett
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7. Inkubation der Schnitte mit dem Primarantikorper in einer feuchten Kammer
uber Nacht bei 4° C

8. Waschen der Schnitte in TBS, dreimal fur 5 Minuten

9. Inkubation der Schnitte mit dem Sekundarantikérper in einer feuchten
Kammer fur 30 Minuten

10.  Waschen der Schnitte in TBS, dreimal fur 5 Minuten bei Raumtemperatur

11. Inkubation der Schnitte mit dem Avidin-Biotin-Komplex in einer feuchten
Kammer fur 30 Minuten

12. Waschen der Schnitte in TBS, dreimal fur 5 Minuten bei Raumtemperatur

13. Inkubation der Schnitte unter Rihren in einer Kivette mit frisch angesetztem
und filtriertem 3,3‘-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) gel6st in 0,1 M
Imidazol/HCL-Puffer mit 0,01% H,O fur 10 Minuten

14.  Waschen der Schnitte in TBS, dreimal fur 5 Minuten

15.  Waschen der Schnitte in Aqua bidest fur 5 Minuten

16. Gegenfarben der Schnitte in Papanicolaou-Losung (1:20 verdunnt in Aqua
bidest) fur 30-60 Sekunden

17.  Blauen der Schnitte fur 5 Minuten in Leitungswasser

18.  Waschen der Schnitte in Aqua bidest fur 5 Minuten

19. Entwassern der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe fur je 3 Minuten
in 50-, 70- 80- und 96%igem Alkohol, fur zweimal 3 Minuten in 100%igem
Isopropanol und fur zweimal 5 min in Roti-Histol®

20. Eindecken der Schnitte mit Folie im Eindeckautomaten (Tissue Tec®)
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3.4.3

Protokoll der Immunhistologie (ABC-Methode) zum Nachweis
von Lysozym im Paraffinschnitt

Soweit nicht anders angegeben wurden die Inkubationen bei Raumtemperatur

durchgefuhrt. Zum Auftragen der Antikérper und fur die dazwischen liegenden

Waschschritte befinden sich die Objekttrager in Coverplates® (Life Science Int.

GmbH) und Sequenza® Einsatzen (Shandon).

1.

Entparaffinieren und Rehydrieren der Paraffinschnitte in Roti-Histol® dreimal
fur 5 Minuten, in Isopropanol zweimal fur 5 Minuten und in 96%igem,

70%igem und 50%igem Alkohol je einmal fur 3 Minuten

Inaktivierung der endogenen Peroxidase in 0,5% H20, (30%) in Methanol

(reinst) fr 30 min
Waschen der Schnitte in TBS dreimal fir 5 Minuten

Proteasebehandlung der Schnitte mit 0,05% Protease (Typ XXIV) geldst in
vorgewarmtem NaCI-PBS (pH 7,4 ) flr 5 min bei 37° C

Abstoppen der Reaktion durch dreimaliges Waschen in eiskaltem PBS fur 5

min

Einsetzen der Schnitte in Coverplates® (Life Science Int. GmbH) und

Sequenza® Einsatze (Shandon)
Inkubation der Schnitte mit dem Primarantikorper Uber Nacht bei 4° C

8. bis 20. wie bei 3.4.2
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3.4.4 Protokoll der Immunhistologie (PAP-Methode) zum Nachweis
des myeloischen/histiozytaren Antigens im Paraffinschnitt

Zum Nachweis des myeloischen/histiozytaren Antigens wurde die PAP-Methode
verwendet. Das Protokoll entspricht weitgehend dem des Lysozym-Nachweises.

Abweichend davon finden sich folgende Anderungen:

7. Vor dem Auftragen des Primarantikdrpers findet ein zehnminitiges Blocken

mit 10%igem Rattenserum statt

11.  Statt des Avidin-Biotin-Komplexes wird als Tertiarantikorper mit PAP von der

Maus inkubiert

345 Kontrollen

Als Positivkontrolle fur die Lymphozyten-spezifischen Antikorper wurden Milzschnitte
eines Hundes (S592/99) eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde TBS mit Ascites-
Fllussigkeit von Balb-c-Mausen anstelle des Primarantikorpers aufgetragen. Fur den
Nachweis von Lysozym und myeloischem/histiozytarem Antigen dienten
Gewebeschnitte einer granulomatosen Entzindung mit zahlreichen Makrophagen
vom Hund (T7766/00) als Positivkontrolle. Als Negativkontrolle wurde statt des
Primarantikorpers der Kontrollantikdrper T1, der gegen ein Oberflachenantigen von
Huhner-Bursa-Lymphozyten gerichtet ist (HIRSCHBERGER 1987), aufgetragen.
Beim Nachweis von Lysozym wurde fur die Negativkontrolle Kaninchenserum

anstelle des Primarantikorpers verwendet.

3.4.6 Auswertung der Immunhistologie

Mit Hilfe eines Mikroskopes (IX 70, Fa. Olympus, Hamburg) mit einer eingesetzten
Netzmikrometerplatte (U-OCMSQ10/10 Olympus, Hamburg), die beim 40er-Objektiv
eine Zahlfeld von 0,062 mm? begrenzt, wurde der Schnitt meanderférmig abgefahren

und in jedem zehnten Feld die Anzahl der positiven Zellen gezahlt. Anschlie3end
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wurde die durchschnittliche Zellzahl pro Zahlfeld fur jede Probe berechnet. Durch

Multiplikation mit dem Faktor 0,129 erfolgte die Umrechnung auf ein mm?.

3.5

, 1erminal deoxynucleotidyl transferase mediated
dUTP nick-end-labeling“- (TUNEL) Methode fur den
Nachweis von apoptotischen Zellen

Das kommerziell erhaltliche ,In Situ Cell Death Detection Kit, AP“ (Boehringer,

Mannheim) wurde zum Nachweis von TUNEL—positiven Zellen im Tumorgewebe

eingesetzt. Diese Methode dient der Darstellung von DNA-Doppelstrangbrichen in

apoptotischen Zellen. Soweit nicht anders angegeben wurden die Inkubationen bei

Raumtemperatur durchgefuhrt.

1.

Entparaffinieren und Rehydrieren der Paraffinschnitte in Roti-Histol® zweimal
fur 5 Minuten, in Isopropanol zweimal fur 5 Minuten und in 96%igem und

70%igem Alkohol je einmal fir 3 Minuten
Wassern der Schnitte in Aqua dest. fur 5 Minuten

Vorbehandlung der Schnitte mit Proteinase K (20ug/ml in 10mM Tris-HCI, pH
7,4) far 25 Minuten

Waschen der Schnitte in PBS, zweimal fiir 5 Minuten

Auflegen der Objekttrager auf ein Tablett und Umrandung des Gewebes mit
einem hydrophoben Stift. (PAP-Pen®)

Vermischen der ,Label Solution” mit der ,Enzyme Solution® und pipetieren von
50 ul des so hergestellten TUNEL-Reaktionsgemisches auf jeden

Gewebeschnitt

Abdecken des Gewebes mit einem Deckglaschen (Gelbond®) und Inkubation

in einer feuchten Kammer fir 60 Minuten bei 37°C
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8. Dreimaliges Waschen der Schnitte in PBS
9. Auftragen von 50 ul ,Converter AP“ pro Gewebsschnitt

10.  Abdecken des Gewebes mit einem Deckglaschen (Gelbond®) und Inkubation

in einer feuchten Kammer fir 30 Minuten bei 37°C
11.  Dreimaliges Waschen der Schnitte in PBS

12.  Auftragen von 2-5 Tropfen eines chromogenen Substrates (Fast Red®) pro
Schnitt und Inkubation fur 10 Minuten

13. Zweimaliges Waschen der Schnitte in PBS flr 5 Minuten
14.  Farben der Schnitte in Mayers Hamalaun (siehe Anhang) fur 1 Minute
15.  Blauen der Schnitte in Leitungswasser fur 3 Minuten

16.  Verbringen der Schnitte in PBS und Eindecken mit Glyceringelatine

Als Positivkontrolle fur die TUNEL-Methode dienten Gewebeschnitte eines
Rektumpolypen, der im HE-Schnitt zahlreiche apoptotische Zellen mit kondensiertem
Chromatin aufwies, von einem 13jahrigen Schaferhundes (T9734/99). Als
Negativkontrolle wurde statt des TUNEL-Reaktiongemisches lediglich die ,Label-

Solution aufgetragen.

Die Auswertung der Schnitte erfolgte mit der gleichen Vorgehensweise wie bei der
Immunhistologie (siehe 3.4.6.). Abweichend wurden hier jedoch in jedem 10ten
Zahlfeld die TUNEL-positiven Zellen, die TUNEL-positiven Zellen mit
morphologischen Merkmalen der Apoptose und die Gesamtzahl aller Zellen pro Feld
ausgezahlt. So konnte der Quotient der TUNEL-positiven Zellen/Gesamtzellzahl und
der Quotient der TUNEL-positiven Zellen mit morphologischen

Merkmalen/Gesamtzellzahl errechnet werden.
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3.6 Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion
(RT-PCR)
3.6.1 Allgemeine Mallnahmen

Um DNA-Kontaminationen, Verunreinigung mit RNasen und Verschleppungen
zwischen einzelnen Proben zu vermeiden, wurden bei den molekularbiologischen

Arbeitschritten folgende Malkennahmen berlcksicht:

1. Tragen von Latex-Einweghandschuhen, die zwischen bestimmten

Arbeitsschritten gewechselt wurden

2. Verwendung von Diethylpyrocarbonat (DEPC 0,1%)-behandeltem, und
autoklaviertem Aqua bidest (siehe Anhang)

3. Autoklavieren von Gebrauchslésungen, Instrumenten und Plastikwaren fur 30

min bei 0,4 atu

4. Verwendung von sterilen RNasen- und DNasen-freien, gestopften
Pipettenspitzen (Biozym) und von sterilen, RNasen- und DNasen-freien PCR-

Reaktionsgefalten (Biozym)

5. Aliquotierung von Reagenzien und Proben in kleinen Mengen

6. Raumliche Trennung und Verwendung von separaten Instrumenten flr die
RNA-Isolierung, das Ansetzten der RT-PCR und die Detektion der PCR-
Amplifikate

7. Einsatz von Negativekontrollen bei der RNA-Isolierung (Tissue Tec® OCT-

Gefrierblocke, in die kein Gewebe eingebettet wurde) und bei der RT-PCR
(DEPC-behandeltes Aqua bidest)



40 Material und Methoden

8. Regelmaliges Reinigen des Arbeitsplatzes und der Instrumente mit 10%iger

Natriumhypochloridiésung

9. Die Praperationschritte der RT-PCR wurden auf Eis durchgefuhrt.
Temperatur-empfindliche Reagenzien und Proben wurden bei ihrer

Verwendung in eisgekuhlten Metallblocks oder Kiuhlracks abgestellt

3.6.2 RNA-Isolierung

Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurde das kommerziell erhaltliche Trizol-Reagenz®
(Life Technologies) nach Angaben des Herstellers verwendet. Das Prinzip dieses
Protokolls basiert auf der RNS-Isolierungs Methode nach CHOMEZYNSKI und
SACCHI (1987). Von den wie in Kap. 3.2.1 hergestellten Gefrierblécken wurden
zehn 20um dicke Schnitte nacheinander an einem grundlich gereinigten Kryotom
(Reichert-Jung) hergestellt, mit einer gereinigten und autoklavierten Pinzette von der
Kryotomklinge gehoben und in ein zuvor mit 1ml Trizol® gefllltes 2 ml
Eppendorfgefal® gesteckt. Die Schnitte wurden unter Schitteln des GefalRes geldst.
Um zu Uberprufen, ob es zu Verunreinigungen kommt wurden zwischen zwei Proben
reine OCT-Blocke ohne eingebettetes Gewebe geschnitten und in allen
nachfolgenden Schritten mitverarbeitet. Die Gefrierschnitte fir die Immunhistologie
wurden direkt im Anschluss aufgezogen, um fur die verschiedenen Untersuchungen
Gewebe aus der gleichen Lokalisation zu gewinnen. Die weiteren Schritte der RNA-
Isolierung erfolgten in Anlehnung an GRONE et al. (1999) und die Angaben des
Herstellers in folgender Weise:

1. Inkubation des Gewebes in einem ml Trizol-Reagenz® fur mindestens 5 min

bis keine ungeldsten Gewebspartikel mehr zu erkennen sind

2. Zugabe von 300 ul Chloroform, 15 Sekunden kraftiges Schutteln des
Reaktionsgefalles anschliessend 3 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur

3. Zentrifugation bei 12000 x g flr 15 Minuten bei Raumtemperatur zur

Auftrennung des Gemisches in eine wasserige und eine organische Phase
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4. Entnahme der oberen RNA-haltigen, wasserigen Phase in ein frisches

Reaktionsgefal® und Wiederholung der Schritte 2. und 3.

5. Entnahme der oberen RNA-haltigen, wasserigen Phase in ein frisches
Reaktionsgefal®, Zugabe von 700ul 100% Isopropanol (Roth) und Inkubation
bei —20°C Uber Nacht zur Ausfallung der RNA

6. Zentrifugation bei 12000 x g flir 10 Minuten bei Raumtemperatur zur
Herstellung eines RNA-Pellets

7. Verwerfen des Uberstandes und Waschen des RNA-Pellets durch Zugabe
von 600 pl 75%igem Ethanol

8. Zentrifugation bei 12000 x g fr 5 Minuten

9. Verwerfen des Uberstandes und Uberschichtung des RNA-Pellets mit 150 pl
75%igem Ethanol

10. Lagerung des Ethanol-Uberschichteten Pellets bei -80°C bis zur

Weiterverarbeitung

Vor der Durchfuhrung der RT-PCR wurden die RNA-Pellets wie folgt verarbeitet.
Nach einer Zentrifugation bei 10 000 x g fur 15 Minuten bei Raumtemperatur wurde
der Alkohol vorsichtig abpipettiert und das Reaktiongefal® fur etwa 10 Minuten mit
der Offnung nach unten auf ein sauberes Papierhandtuch gestellt, sodass der
verbliebene Alkohol abflieRen und verdunsten kann. Dabei durfte das der Wand
anhaftende Pellet nicht vollstdndig austrocknen, um seine Loslichkeit nicht
herabzusetzten. Das Pellet wurde anschlielend in 50ul DEPC-behandeltem Aqua
bidest durch mehrfaches Auf- und Abpipetieren gelést und die RNA-Konzentration
der Losung mit einem Spektralphotometer (GenQuant Il, Pharmacia Biotech) bei 260
nm gemessen. Um eine einheitliche Ausgangsmenge der RNA zu erreichen wurde

von allen Proben eine Verdinnungen mit der Konzentration von 100ng/ul hergestellit.
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3.6.3 DNase-Behandlung

Um eine DNA-Verunreinigung auszuschlieBen wurde der Reversen Transkription
eine DNase-Behandlung vorangesetzt (GRONE et al. 1999). Dazu wurden in 0,5 ml
PCR-Tubes (Biozym) 6,5ul der RNA Lésung mit 3,25 ul eines Master-Mix aus MnCly,
10x PCR-Puffer, DNAse und RNase-Inhibitor in einem Multicycler ®PT 200 (Biozym
Diagnostik) inkubiert (Tab. 5). Kleinere Probenmengen sollten nicht verwendet
werden, da sich geringere FlUssigkeitsvolumina ungunstig auf die
Reaktionbedingungen auswirken. Nach der DNase-Behandlung erfolgte innerhalb
kurzer Zeit die reverse Transkription, um eine Degradation der RNA auf Grund

langerer Aufbewahrung des Reaktionsproduktes zu vermeiden.

Tab. 5: Ansatz zur DNase-Behandlung von 6,5 pl RNA
Reagenzien Menge | Endkonzentratrion

MnCl; (10mM) 1,0 pl TmM
10x PCR-Puffer (500mM KCI, 100mM Tris-HCI) |1,0 pl 1x PCR-Puffer

DNase |, RNase-frei, aus Rinderpankreas (10 1,0 ul 1 U/l

U/ul)
RNase-Inhibitor (40U/pl) 0,25 pl 1U/pl
RNA in Aqua bidest (100ng/ul) 6,5 ul 67 ng/ul

Die DNase-Behandlung fand unter folgenden Temperaturbedingungen statt:

37°C fur 10 Minuten
75°C fur 5 Minuten

4°C bis zur Entnahme der Proben
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3.6.4 Reverse Transkription

Die cDNA Herstellung durch Reverse Transkription (RT) wurde mit dem ,GeneAmp
RNA PCR Core Kit* (Perkin Elmer) im Multicycler® PT200 (Biozym Diagnostiks)
durchgefuhrt. Die Reaktion fand in 0,5 ml PCR-Reaktionsgefallen (Biozym
Diagnostiks) statt. Von dem aus der DNase-Behandlung hervorgegangenen
Gesamtvolumen von 9,75 pl wurden in diesem Reaktionschritt 1,5 pl benodtigt um 10
Ml cDNA zu herzustellen. Je nach gewlnschter cDONA-Menge wurden die Volumina

der Reaktionskomponenten (Tab. 6) multipliziert.

Tab. 6: Ansatz zur Herstellung von 10ul cDNA-LAsung
Reagenzien Menge Endkonzentration
MgClz, 25 mM 2,0pl 5mM
10x PCR-Puffer (500mM KCI, 100mM Tris-HCI) 1,0ul 1x PCR-Puffer

dATP (10mM) 1,0ul 1TmM

dCTP (10mM) 1,0ul 1mM

dGTP (10mM) 1,0ul 1TmM

dTTP (10mM) 1,0ul 1mM

Rnase-Inhibitor (20U/pl) 0,5ul 1U/ul
Murine Reverse Transkriptase (50U/pl) 0,5ul 2,5U/ul
Random Hexamers (50uM) 0,5ul 2,5uM
DNase—behandelte RNA (Produkt aus 3.6.3) 1,5l 10ng/pl

dATP=Desoxyadenintriphosphat,dCTP=Desoxycytosintriphosphat,
dGTP=Desoxyguanintriphosphat, dTTP=Desoxythymintriphosphat
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Die RT-Reaktion fand unter folgenden Temperaturbedingungen statt:

20°C fur 8 Minuten
42°C far 15 Minuten
96°C fur 5 Minuten
5°C fur 5 Minuten

4°C bis zur Entnahme der Proben

Die aus dieser Reaktion hervorgehende cDNA wurde bis zur Weiterverarbeitung bei -
20°C gelagert.

3.6.5 Konventionelle PCR zur Uberpriifung der RNA-Isolierung

Um die Reinheit der RNA-Isolierung zu Uberprifen, wurde die cDNA der
Gewebeproben und der Negativkontrollen in eine PCR mit dem GeneAmp RNA PCR
Core Kit (Perkin Elmer) und spezifischen Primern flir das house-keeping Gen Aktin
(Tab. 9) eingesetzt (GRONE et al. 1998). Die Reaktion fand im Multicycler® PT200
(Biozym Diagnostiks) in 0,5 ml PCR-Reaktionsgefalen (Biozym Diagnostics) statt.
Die Komponenten eines Reaktionsansatzes sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tab. 7: Ansatz der konventionellen PCR-Reaktion

Reagenzien Menge |Endkonzentration
Aqua bidest 32,75

10 x PCR-Puffer (500mM KCI, 100mM Tris- |4yl 0,8 x PCR-Puffer
HCI)

MgCL, (25mM) 2ul 1TmM

Sense Primer (15pmol/ul) 0,5ul 0,15pmol/pl
Antisense Primer (15pmol/pl) 0,5ul 0,15pmol/ul
Ampli-Tag-Polymerase (5U/ul) 0,25pl 0,025 U/ul

cDNA (Produkt aus 3.6.4.) 10yl
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Die PCR-Reaktion fand unter folgenden Temperaturbedingungen statt:

94°C far 1 Minute

40 Zyklen: 94°C fur 1 Minute/ 59,5°C fur 2 Minuten/ 72°C fur 1 Minute
72°C far 5 Minuten

4°C bis zur Entnahme der Proben

3.6.6 Semiquantitative Echtzeit-PCR zum Nachweis der Zytokin
und iINOS mRNA-Expression

Die semiquantitative Echtzeit-PCR wurde mit dem LightCycler® (Roche) sowie
einem PC mit Pentium-Processor, Windows NT 4.0 als Betriebssystem und der
LightCycler Software Version 3.5. durchgefihrt. Es wurde das gebrauchsfertige Kit,
LightCycler—FastStart DNA Master SYBR Green I® (Roche) verwendet. In dem aus
zwei Komponenten anzufertigenden Reaktionsgemisch sind eine Heil3-Start Tag-
DNA-Polymerase, Nukleotide, der Fluoreszens Farbstoff SYBR-Green sowie
Reaktionspuffer und 10mM MgCl, enthalten. Weiterhin werden eine 25mM MgCl,
Losung und steriles H,O getrennt zur Verfigung gestellt, um eine individuelle
Einstellung der MgCL, Konzentration zu ermdglichen. Die Reagenzien des Kits
wurden mit dem gewunschten Primerpaar nach Angaben des Herstellers zu einem
Master Mix vermischt, 18ul davon in spezielle Glaskapillaren, die LightCycler
Capillaries® (Roche), vorgelegt und 2ul der Probe hinzupipettiert. Zur Handhabung
der Glaskapillaren stand ein spezieller Metallkihlblock zur Verfugung (Roche). Die

Anteile der Reaktionskomponenten sind in Tabelle 8 dargestellt.
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Tab. 8: Reaktionsansatz fur die Echtzeit-PCR:

Reagenzien Menge
H-0, steril PCR grade 11,8 pl
MgCL; (25mM) 3,2 pl

LightCycler—FastStart DNA Master SYBR Green | (10 x) |2 pl

Sense-Primer (siehe Tab.8) 0,5 ul
Antisense-Primer (siehe Tab.8) 0,5 ul
cDNA (Produkt aus 3.6.4.) 2 ul

Nach Zugabe aller Proben wurden die Kapillaren verschlossen, zur Verteilung der
Reagenzien und Senkung der Flussigkeit fur einige Sekunden zentrifugiert und in
das Rondell des LightCyclers eingesetzt. Das Temperaturprofi und die
Melzeitpunkte der Reaktion wurden eingegeben und die Position samtlicher Proben
innerhalb des  Probenkarussels definiert. Um  mdglichst  einheitliche
Versuchsbedingungen zu erreichen wurden alle 30 Histiozytome der Gruppen 1, 2, 3
und 4 in einem Lauf eingesetzt. So verblieben lediglich 2 weitere Probenpositionen
fur eine positive und negative Kontrolle. Die Quantifizierung mufdte deshalb mit Hilfe

einer externen Standardkurve vorgenommen werden.

3.6.6.1 Primer

Fir den Nachweis der mRNA der house-keeping Gene Aktin und Glyceraldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), der induzierbaren Stickoxid-Synthase (iNOS)
und der Zytokine Interleukin (IL)-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, Tumor Nekrose
Faktor (TNF) o, Interferon (IFN) vy und Transforming Growth Faktor (TGF) B wurden

die in der folgenden Tabelle 9 aufgeflihrten Primer verwendet.
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Tab. 9: Primer, interne Bezeichnung, Sequenz, GenBank-Accession-Nr. und
Position der Primer sowie Konzentration der Gebrauchslésung

Primer Bez. Sequenz (5°- 3Y) Acc.-Nr., Position Konz.
B-Akins | P7 |CGTTGC ar ggA GGC | M10277, 2064-2083 | 7,5 pmolijl
R-AktinAs | P& | GTAGTT g%c/i Eﬁe ATG | M10277, 2593-2574 | 7.5 pmolil
GAPDHS | P42 | GOCAAAAGG GTCATC | BCOMOSS 1225 | 75 0y
GAPDH AS | P43 |GGG GCCATC CACAGT | BCOT40BS, 1452 | 7oy
L-1ps | P69 | TCC AATT%TCGT”(‘;ACG TCC | 770047, 14-34 7.5 pmol/gl
IL-1p A | P70 | TAT GAGAET(? /SGA(S AGC | 770047, 336-316 | 7.5 pmolil
IL-2 S P71 | AGA TGGTgCC;CTégT TAC | 28141, 139-159 | 7.5 pmol/yl
IL2As | PA | ATT C% a %%g%TGICT U28141, 258-235 | 7.5 pmolil
IL-6 S P54 | GCAAAG éﬁg ACTCG| 12234, 284303 | 7,5 pmolip
IL-6AS | P22 | TTCTTG TT% ’écéc AGG | 12234, 385-366 | 7.5 pmol/yl
IL-8 S P29 | ACTTCC gﬁ? cCsEG GCT | Dp2g772, 39-58 7.5 pmol/gl
IL-8As | P30 | GGCCAC gfg TCCAA TCA| p2g772,210-191 | 7.5 pmol/yl
iL-10s | P81 | CCT GGGCTCTTGG%%A AGC | 338433, 235-255 | 3.75 pmoliyl
IL-10As | P32 | ATGCGCTCTTCACCT | ;338433 446-427 | 3,75 pmolil

GCT CC
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Fortsetzung Tab. 9:

Primer Bez. |Sequenz (5-3) Acc.-Nr., Position Konz.
) p77 | CAC CTG CCATAC CCC )
IL-12 S TGA AG U49100, 144-163 7,5 pmol/pl
) p78 | TGACCC TCT CTG CTG )
IL-12 AS AAA GT U49100, 541-522 7,5 pmol/pl
p45 | TTCCTG CTC CTC ATG i
TGFB S GCC AC L34956, 826-854 3,75 pmol/pl
TGFpAs | P40 |GCAGGAGCGCACGAT | 34956 1218-1199 | 3,75 pmoliyl
CAT GT
TNFo S p23 | CCA AGT GAC AAG CCA Z70046, 32-51 7,5 pmol/pl
GTAGC
TNFo AS p24 | TCT TGATGG CAG AGA | Z70046, 305-286 7,5 pmol/pl
GTA GG
IFNy S p73 | GCA AGT AAT CCA GAT S41201, 67-87 7,5 pmol/pl
GTATCG
IFNy AS p36 | TTATCG CCT TGC GCT S41201, 349-330 7,5 pmol/pl
GGA CC
iNOS S p127 | AGA CAC ACT TCA CCA | AF077821, 369-388 7,5 pmol/pl
CAA GG
iNOS AS p95 | TGC TTG GTG GCG AAG | AF077821, 653-633 7,5 pmol/pl

ATG AGC

Bez.= interne Bezeichunung, Acc.-Nr.= GenBank-Accession-Number, S= Sense-Primer,

AS= Antisense-Primer

Es handelt sich, bis auf p69, p70, p71und p73 (personliche Mitteilung Stephanie
Markus), um bereits publizierte Oligonukleotide (GRONE et al 1998; MARKUS et al.
2002). Bei den fur Aktin und GAPDH angegebenen ,Accession-Numbers® handelt es

sich um humane Sequenzen. Im Fall der Aktin-Primer liegt zwischen den beiden

Primer-Positionen ein Intron von 95bp-Lange, das bei der Kalkulation der erwarteten

Basenpaarlange des Amplifikates abgezogen werden muf3. Die Primer p95 und p127

wurden anhand einer publizierten kaninen cDNA Sequenz (GenBank™ /EMBL,

NCIB) mit Hilfe des ,primer designer program® (Sience and Educational Software,

State Line, PA) erstellt. Die Synthese der meisten Primer wurde bei MWG-Biotech
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AG in Auftrag gegeben (Reinigung: HPSF, Malistab: 0,2umol), lediglich die Primer
p69, p70, p71, p73, p77 und p78 wurden bei GIBCO BRL, Life Technologies bestellt.
Die gelieferten Lyophilisate der Primer wurden in der Menge Aqua bidest DEPC, die
nach Angaben des Herstellers bendtigt wird, um eine Konzentration von 100pmol/ul
zu erreichen, geldst. Zur Uberprifung der Konzentration wurde die Ldsung im
Spektralphotometer (Gen Quant Il, Pharmacia Biotech) gemessen. Ausgehend von
der gemessenen Konzentration wurden Gebrauchslosungen von 15pmol/pl
hergestellt. Vor der Durchfihrung einer Versuchsreihe wurden Sense-Antisense-
Gemische des Primerpaares hergestellt und auf die benotigte Konzentration

eingestellt.

3.6.6.2. Temperaturbedingungen und Messpunkte

Da fur alle LightCyler-PCR-Reaktionen eine Heil’start DNA-Polymerase verwendet
wurde, war der Amplifikation eine 10-minutige Denaturierung bei 95° C voran
gesetzt. In der Amplifikationsphase stand am Anfang jedes Zyklus eine
Denaturierungszeit von 15 Sekunden bei 95°C. Die gewahlte Temperatur der
anschliessenden Primeranlagerung (,Annealing“) variierte bei den unterschiedlichen
Primerpaaren. Bei der Mehrzahl der PCR-Protokolle wurde an dieser Stelle eine
»Louch-down-PCR* angwandt, bei der sich innerhalb der ersten PCR-Zyklen die
,<Annealing“-Temperatur in Schritten von 0,7°C senkt bis eine tiefer als die
Ausgangstemperatur liegende Zieltemperatur erreicht ist. Die Elongationszeit am
Ende des PCR Zyklus wurde je nach Basenpaarlange des erwarteten Amplikons
unterschiedlich lang eingestellt. Zur Quantifizierung der SYBR Green-markierten
DNA-Doppelstrange wurde in jedem Zyklus eine einmalige Fluoreszenzmessung
durchgefuhrt, die in der Regel bei 72°C in der Elongationszeit statt fand. Bei einigen
Protokollen war es jedoch notwendig nach der Elongationszeit eine
Fluoreszenzmessung bei héherer Temperatur vorzunehmen, um die Detektion von
unspezifischen Doppelstrangen zu vermeiden. Zyklenzahl, ,Annealing“- und
Elongationsbedingungen sowie Temperatur der Fluoreszenzmessung sind der
Tabelle 10 zu entnehmen. Nach der Amplifikationsphase wurde eine

Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt um die Spezifitdt der PCR-Amplifikate zu
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uberprufen. Zu diesem Zweck wurde nach einer kurzen Denaturierung bei 95°C fur 0
Sekunden die Temperatur fur 15 Sekunden auf 65° C eingestellt, um alle Amplifikate
in doppelstrangige Form zu bringen. Dann wurde die Temperatur langsam, in
Temperaturschritten von 0,1°C pro Sekunde auf 95°C (98°C bei TGFf) erhoht, um
Wahrend der

Temperaturerhdhung wurde eine kontinuierliche Fluoreszenzmessung durchgefihrt,

ein  Aufschmelzen der DNA-Doppelstrange zu erreichen.

um die Abnahme der Fluoreszenz zu dokumentieren. Am Ende des Laufes wurde
die Temperatur schliel3lich fur 30 sec auf 40°C gekdhlt. Mit Ausnahme des
Schmelzkurve wurde fur alle

Programmschrittes  zur  Ermittlung  der

Temperaturanderungen die maximale Geschwindigkeit von 20°C/sec gewahlt.

Tab. 10: Zeit- und Temperaturbedingungen der Reaktion und Temperatur zum
Zeitpunkt der Fluoreszenzmessung bei der PCR im LightCycler
Annealing Elongation Zyklen | MefRtemp.
Aktin 57°C/ 6sec 72°C [/ 17sec 50 88°C
GAPDH |td 69°-61°C/6sec |72°C/12sec 50 72°C
IL-1 td 70°-60°C / 6sec 72°C [ 12sec 45 83°C
IL-2 td 70°-60°C / 6sec | 72°C/ 6sec 60 72°C
IL-6 td 69°-61°C / 8sec 72°C | 8sec 45 72°C
IL-8 60°C / 6sec 72°C / 8sec 45 72°C
IL-10 58°C / 6sec 72°C / 10sec 45 72°C
IL-12 td 70°-60°C / 6sec | 72°C/ 17sec 55 84°C
TNFo td 69°-60°C / 6sec | 72°C/ 12sec 45 72°C
TGFpB td 70°-66°C / 6sec | 72°C/ 17sec 50 72°C
IFNy td 70°-60°C / 6sec | 72°C/ 12sec 55 72°C
iINOS td 70°-60°C / 6sec 72°C / 11sec 45 72°C

td= touch down PCR mit 0,7°C Temperatursenkung pro Zyklus
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3.6.6.3 Positivkontrollen und Standardreihen

Als Positivkontrolle fur die Zytokin-PCR wurden Concanavalin A- stimulierte kanine
Lymphozyten aus heparinisiertem Vollblut verwendet. Nach Isolation der
Lymphozyten mit 5%iger Dextranlosung und anschliessender Lyse der verbliebenen
Erythrozyten mit einem Lysispuffer wurden die Zellen in serumhaltigem ,Eagle’s
Minimal Essential Medium“ mit Earle’scher Salzlosung suspendiert und mit
Concanavalin A-Lésung in eine Gewebekulturschale (Greiner Labortechnik)
verbracht. Dann erfolgte eine Inkubation fur 16h bei 37°C und 5% CO,. Zur RNA-
Isolierung mittels Trizol Reagenz® wurde der zellhaltige Uberstand aus der
Kulturschale abpipettiert und davon ein Zellpellet hergestellt. Um die am Boden der
Zellkulturschale verbliebenen Lymphozyten mit aufzunehmen, wurde ein ml Trizol
Reagenz in die Zellkulturschale gegeben, nach mehrmaligem Auf- und Abpipettieren
wieder entnommen und auf das zuvor hergestellte Zellpellet gegeben. Anschliel3end
wurde die RNA-Isolierung wie in Kapitel 3.6.2 beschrieben fortgesetzt. Fur den
Nachweis der INOS mRNA dienten Gefrierschnitte aus der Haut eines an
Leishmaniose erkrankten Hundes mit herdférmiger granulomatoser Dermatitis
(T8766/98) als Positivkontrolle. Als Negativkontrolle fir alle PCR-Reaktionen wurde
DEPC-behandeltes Aqua bidest eingesetzt.

Um eine Quantifizierung mit dem LightCycler zu ermdglichen missen mindestens
drei Positivkontrollen definierter Konzentration mitgefihrt werden, zu denen die
unbekannten Proben in Verhaltnis gesetzt werden kénnen. Da in diesem Fall keine
Probe mit bekannter Kopienzahl der gesuchten RNA-Sequenz zur Verfugung stand,
wurde eine semiquantitative Auswertung durchgefuhrt. Eine Kontrollprobe, die in der
Messung mit dem Spektralphotometer eine hohe RNA-Konzentration aufwies, wurde
unverdinnt in die DNase Behandlung und Reverse Transkription eingesetzt. Von der
gewonnen cDNA wurde eine zweifache Verdunnungsreihe in Aqua bidest DEPC
hergestellt. Mindestens drei Stufen dieser Verdlinnungsreihe wurden in jedem
LightCycler-Lauf mitgeflhrt, um zu ermoglichen, dass den unbekannten Proben ein
relativer Zahlenwert zugeordnet werden kann. Da die Kapazitat des LightCyclers von

32 Proben dies nicht immer erlaubte, bestand die Maoglichkeit die Daten der
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Verdunnungsreihe als Standardkurve zu speichern. Bei einem spateren Versuch
genugte es, nur eine Verdunnungsstufe dieser Reihe mit definiertem Zahlenwert

mitzufUhren und die Daten als externe Standardkurve zu importieren.

3.6.6.4 Auswertung der Light Cycler PCR

Die Echtzeit-PCR mit dem LightCycler ermoglicht die Quantifizierung der PCR-
Amplifikate durch eine einmalige Fluoreszenzmessung in jedem Zyklus der
Amplifikationsphase sowie die Uberpriifung der Spezifitdt des PCR-Produktes durch
eine kontinuierliche Fluoreszenzmessung wahrend der Schmelzkurvenanalyse. Der
in diesem Protokoll verwendete Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green besitzt die
Eigenschaft sich unabhangig von der Nukleinsdursequenz an DNA-Doppelstrange zu
lagern und ein Fluoreszenzsignal abzugeben welches bei 530 nm (Detektionskanal
F1) von einem Fluorimeter aufgenommen wird. Da in der PCR je nach
Ausgangsmenge der gesuchten Sequenz von Zyklus zu Zyklus die Anzahl
spezifischer Amplifikate zunimmt, kann durch die Fluoreszenzmessung am Ende der
Elongationszeit, wenn die DNA in doppelstrangiger Form vorliegt, ein exponentieller
Anstieg der Fluoreszenzintensitat detektiert und als Kurve graphisch dargestellt
werden. Die Zyklenzahl an der sich diese Kurve erstmals Uber die
Hintergrundfluoreszenz erhebt (,Crossing Point“) lalkt Ruickschlisse auf die
Ausgangsmenge der gesuchten DNA-Sequenz zu, da bei Proben mit einer hohen
Ausgangsmenge der exponentielle Anstieg der Amplifikate bereits nach wenigen
Zyklen zu einem deutlichen Fluoreszenzsignal fuhrt. Die Quantifizierung erfolgte mit
Hilfe einer Standardkurve die aus 3 Stufen einer cDNA-Verdinnungsreihe hergestellt
wurde (Kap. 3.6.6.3.). Es wurde die ,Fit Point Methode® angewandt, bei der der
Benutzer manuell eine bestimmte Linie setzt, unterhalb derer die Fluoreszenz als
unspezifischer Hintergrund betrachtet wird (,Noise Band®) und die alle Kurven am
Beginn des logarithmierten linearen Anstiegs schneidet (,Crossing Line®). Es wurden
dann 2 ,Fit Points®, zwei Kurvenschnittpunkte innerhalb der logarithmierten linearen
Phase, gesetzt. Anhand der so festgelegten Daten wird von der LightCyler-Software

die Standardkurve errechnet. Den unbekannten Proben werden mit Hilfe der
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Standardkurve die dem ,Crossing Points® entsprechenden Ausgangskonzentrationen

automatisch zugeordnet.

Um die Spezifitat des PCR-Produktes zu Uberprifen, wurde im Anschluf® an die PCR
eine Schmelzkurve erstellt, indem die Fluoreszenz jeder Probe im Verlauf eines
kontinuierlichen Temperaturanstieges gemessen wird. Durch die temperaturbedingte
Auftrennung der DNA-Doppelstrange werden zunehmend SYBR Green-Molekile
frei, was in einem Abfall der Fluoreszenz resultiert. Je nach Basenpaarlange und
GC-Anteil sowie Salz- und Fromamidkonzentration der Ldsung besitzen DNA-
Doppelstrange eine bestimmte Schmelztemperatur. Deshalb sollte, wenn das
spezifisches PCR-Produkt in moglichst reiner Form vorliegt, bei dieser bestimmten
Temperatur die Fluoreszenz abrupt abfallen. Es wurde die polynominale
Rechenmethode ohne Hintergrundkorrektur verwendet. Fir die graphische
Darstellung der Fluoreszenzabnahme wurden die sogenannten ,Melting Peaks®,
Gipfel-férmige Kurven auf Hohe der spezifischen Temperatur, ausgewahlt. Wenn im
SYBR Green-Format bei der Schmelzkurvenanalyse mehreren Gipfel oder Gipfel bei
der falschen Temperatur zu sehen sind, ist dies eine Hinweis auf unspezifische
Fehlbindungen der Primer oder Primerdimere. In diesem Fall konnen die in der
Amplifikationphase gemessenen Fluoreszenzdaten nicht zur Quantifizierung
verwendet werden, da die SYBR Green-Fluoreszenz am Ende der Elongation nicht
nur von dem gesuchten Amplifikat sonderen auch von unspezifischen
Doppelstrangen ausgeht. Zur Bestatigung der Spezifitat der LightCycler PCR wurde
fur jedes Primerpaar das PCR-Produkt einer Probe (Histiozytom T8520/99) zur
Aufreinigung und Sequenzierung (Comfort Read) bei der Firma MWG Biotech
eingesandt. Die Sequenzierungsergebnisse wurden mit den Nukleinsauresequenzen
der GenBank™ / EMBL, NCIB verglichen.

Die PCR-Laufe von Einzelproben im LightCycler wurden einmalig durchgeflhrt.
Wegen des begrenzten Probenumfangs des Light Cyclers konnten nur 32 Proben in
einem Lauf untersucht werden, wodurch dreifache Standardreihen nicht zu
realisieren waren. Aulerdem waren die PCR-Kinetiken der verschiedenen

Primerpaare nicht identisch. Die semiquantitativen MelRergebnisse sind deshalb nicht
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als absolute Einzelwerte zu interpretieren und wurden nur im Gruppenvergleich

ausgewertet.

3.6.7 Gelelektrophorese

Zur Auswertung der konventionellen PCR, die zur Uberpriifung der RNA-Isolierung
erfolgte, wurde eine Agarose-Gelelektrophorese duchgefuhrt. Ebenso, um die
Basenpaarlange der LightCycler Amplifikate zu kontrollieren, wurden exemplarisch
Positivkontrollen, die zur Erstellung der Standardkurven dienten auf ein Agarose-Gel
aufgetragen. Fur die Herstellung eines 2%igen Gels wurden 1,8 g Agarose (Gibco
BRL) mit 91 ml TBE-Puffer (siehe Anhang) in einer Haushaltsmikrowelle erhitzt.
Nach leichter Abkihlung wurden 1,6 ul Ethidiumbromid (Boehringer) zugegeben und
in die Einsatze der Elektrophoresekammer gegossen. Nachdem das Gel bei 4°C fest
geworden war, wurden 15 pl des PCR Produktes mit 3yl Bromphenol-Laufpuffer
(Advanced Biotechnologies LTD) gemischt und in die Taschen des Gels pipetiert. In
die auReren Geltaschen wurde eine 100bp-Leiter (Advanced Biotechnologies LTD)
aufgetragen, die es ermoglichte die Basenpaarlange der Amplifikate abzulesen. Die
Elektrophorese erfolgte mit einer Spannung von 6V/cm und einer maximalen
Stromstarke von 500mA fur mindestens 24 Minuten. Auf einem UV Transilluminator
bei 312 nm wurden die DNA-Banden sichtbar gemacht. Die photographische
Dokumentation fand mit einem Instant-Camera-System (Polaroid MP4) und 667

Schwarz-Weil} Instantfilm Kassetten (Polaroid) statt.

3.7 Statistische Auswertung

Die Datenauswertung sowie die Anfertigung graphischer Darstellungen erfolgte auf
den Rechnern der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des
Fachbereiches Veterinarmedizin, Dr. K. Failing, der Justus-Liebig-Universitat. Die
statistischen  Auswertungen wurden mit Hilfe des Statistikprogrammes
BMDP/Dynamic, Release 7.0 (Dixon, 1993) durchgefuhrt. Mit dem Programm PlotIT
fur Windows, Version 3.20h (Eisensmith, 1993) wurden die graphischen

Darstellungen erzeugt. Bei der Auswertung von Zellzahlen pro Flacheneinheit in den
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verschiedenen Tumorgruppen wurden zur Datenbeschreibung arithmetrischer
Mittelwerte, Standardabweichungen, Minima, Maxima und Stichprobenumfange
ausgewertet. Auf Grund der rechtsschiefen Verteilung der quantitativen Merkmale
wurde eine logarithmische Transformation duchgefihrt und geometrische Mittelwerte
sowie Streufaktoren dargestellt. Zur statistischen Prufung des Gruppeneinflusses auf
Signifikanz wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse durchgeflihrt. Bei signifikanten
Resultaten wurden die Gruppen anschlieBend paarweise mit dem Tukey-Verfahren
verglichen. Beim Gruppenvergleich der relativen Zytokin bzw. INOS mRNA Werte
wurde der Kruskal-Wallis-Test mit anschlieliendem paarweisen Vergleich nach
Nemenyi angewandt. Die Datenbeschreibung erfolgte durch Angabe der Mediane,
der Quartile sowie der Minima und Maxima, dargestellt im Box- und Whisker-Plot.
Die Expression des ,housekeeping-genes® im Verlaufe der Tumorregression wurde
mit Hilfe des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman Uberpruft. Bei der
Bewertung der statistischen Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau o=0,05
zugrunde gelegt, d.h. Ergebnisse mit p< 0,05 wurden als statistisch signifikant

angesehen.
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4 ERGEBNISSE

4.1. Kennzeichen der untersuchten Hunde, Makroskopie der
Histiozytome und Ergebnisse der Blutuntersuchung

Die 30 Hunde unterschiedlicher Rassen, die fur die Untersuchung zur Verfigung
standen, waren im Alter von 5 Monaten bis zu 13 Jahren (J 2,6 Jahre) und je zu
50% mannlichen bzw. weiblichen Geschlechts. Die Proben wurden in einem
Zeitraum von 1,5 Jahren gesammelt (02.12.1998 bis 29.05.00). Von den 30
Histiozytomen waren 11 an den Gliedmalen lokalisiert und 16 Tumoren befanden
sich im Kopfbereich, davon sieben an den Ohren. Nur 3 Histiozytome wurden am
Rumpf entfernt. Die vier Kontrollhunde der Rasse Beagle waren im Alter von 5 bis 10
Jahren (@ 7 Jahre). Ein Tier war weiblichen und drei waren mannlichen Geschlechts.
Es wurde eine 4 mm Stanze aus dem Inguinalbereich der Hunde entnommen. Die
durchschnittliche GroRe der Histiozytome aus der Gruppe 1 betrug 0,68 cm (0,4 cm
bis 1 cm) im Durchmesser. In Gruppe 2 betrug der mittlere Durchmesser der
Histiozytome 0,86 cm (0,6 cm bis 1cm) und in Gruppe 3 1,03 cm (0,4 cm bis 1,4 cm).
Die Tumoren der Gruppe 4 wiesen im Schnitt einen Durchmesser von 0,72 cm (0,4
cm bis 0,9 cm) auf. Genauere Angaben zu Rasse, Geschlecht, Alter und
Tumorlokalisation sind den Tabellen 1 und 2 im Kapitel 3 zu entnehmen. In den
Abbildung 1 bis 3 sind beispielhaft makroskopische Bilder von Histiozytomen
dargestelt. Alle Hunde waren laut Vorbericht ohne klinische Symptome und zeigten
sich bei einer Allgemeinuntersuchung ohne besonderen Befund. Bei der
Untersuchung einer EDTA-Blutprobe jedes Hundes mit einem automatisierten
Hamatologiesystem zeigte die Mehrzahl der Hunde keine Auffalligkeiten im roten
und weillen Blutbild. Bei vier Hunden konnte eine geringggradige Eosinophilie von
1,41 x 10° Zellen/L (T594/00), 0,89 x 10° Zellen/L (T6646/99), 1,3 x 10° Zellen/L
(T6195/99) und 1,6 X 10° Zellen/L (T3901/99) im Differenzialblutbild festgestellt
werden. Ein Hund (T54935/99) zeigte eine Leukozytose von 36 x 10° Zellen/L. Ein
Hund (T4296/99) wies eine geringgradige Leukopenie von 5,4 x 10° Zellen/L und
eine erniedrigte Erythozytenzahl von 4,5 x 10" Zellen/L auf.



Ergebnisse

57

Abb.1:

Histiozytom am der Zehe
eines 8 Monate alten,
weiblichen Staffordshire
Terriers (T1895/99).

Abb.2:

Histiozytom am lateralen
Tarsus eines 6 Monate
alten, mannlichen Boxer-
Mischlings (T2058/99) mit
grof¥flachiger Ulzeration.

Abb.3:

Homogene, grau-weilde
Schnittflache eines Histiozytoms
(T1895/99). Die diffuse
Tumorzellinfiltration reicht von
der Subkutis bis an die
Epidermis, die Adnexe sind
nahezu vollstandig verdrangt.
Der Abstand zwischen zwei
groRen Teilstrichen des Lineals
betragt 1cm.

T
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4.2 Gruppenzuordnung der Histiozytome

Ausgehend vom lichtmikroskopischen Bild im HE-Schnitt wurde eine morphologische
Einteilung der Tumoren in 4 Stadien vorgenommen, die sich an der
Gruppeneinteilung von COCKERELL und SLAUSON (1979) orientierte. Dabei
wurden die Anzahl und das Verteilungsmuster der Tumor-infiltrierenden
Lymphozyten in Bezug zur Tumorzellpopulation der Klassifizierung zu Grunde gelegt
(Tab. 11). Das Ausmall der granulozytaren Infiltration wurde bei der

Gruppeneinteilung nicht berlcksichtigt.

Tab. 11: Gruppen 1-4: Verteilung der lymphozytaren Infiltration, Probenzahl (n),
und Tagebuchnummer der Proben in den einzelnen Gruppe.

Gruppe lymphozytare Infiltration n Tagebuchnummer der Probe
1 keine bis geringgradige 6 T1895/99, T6195/99, T6196/99,
diffuse Infiltration T6646/99, T594/00, T811/00
2 mittelgradige diffuse 5 T3222/99, T4257/99, T1481/99,
Infiltration im Zentrum, T1881/99,T2191/99
nodulare Infiltrate in der
Peripherie
3 ausgepragte herdformige 10 T9335/98, T990/99, T1642/99,
Infiltration im Zentrum und in T4429/99, T5935/99, T8520/99,
der Peripherie T106/00, T391/00, T2639/00.
T3838/00
4 Lymphozyten Uberwiegen 9 T1442/99, T2058/99, T3739/99,
gegenuber den Tumorzellen T3901/99, T4296/99, T6641/99,
T7435/99, T8032/99, T1190/00
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4.3 Histologisches Bild der Histiozytome

Die Histiozytome der Gruppe 1 wiesen eine Tumorzellinfiltration auf, die von der
Epidermis bis an die Subkutis reichte, wobei die Tumorzellen im oberflachlichen
Korium dicht gepackt und die Adnexen, bis auf einzelne Residuen von Haarfollikeln,
fast vollstandig verdrangt waren. In tieferen Schichten waren vermehrt Bindel von
kollagenem Bindegewebe vorhanden. Eine Ausnahme stellte der Tumor mit der
Tagebuchnummer T 594/00 dar, bei dem im oberflachlichen Korium multifokale
Tumorzellherde vorlagen und erst im mittleren Korium dichte Tumorzellareale zu
sehen waren. Die Tumoren waren nicht abgekapselt, jedoch gut gegenuber dem
umliegenden Gewebe abgrenzbar. Die Tumorzellen zeigten bei allen Histiozytomen
die typische Morphologie mit groRen, chromatinarmen, rund-ovalen bis
bohnenférmigen Kernen und eosinophilem, schlecht abgegrenztem Zytoplasma
(Abb. 4). Die Anzahl der Mitosen pro Gesichtsfeld unter Verwendung des 40er-
Objektives betrug null bis eine Mitose, lediglich der Tumor T6195/00 wies eine bis
zwei Mitosen pro Gesichtsfeld auf. Die Epidermis zeigte bei allen Tumoren eine
gering- bis mittelgradige Reteleistenbildung. Bei vier der Histiozytome in Gruppe 1
war die Epidermis nicht ulzeriert, zwei der sechs Tumoren zeigten hingegen eine
herdformige Ulzeration mit serokrustosen Auflagerungen und einer subepidermalen,
perivaskularen Infiltration mit neutrophilen Granulozyten im Bereich der Ulzeration
(T6646/99, T811/00). In allen untersuchten Proben waren keine Tumorzellen in der
Epidermis zu sehen. Alle sechs Tumoren wiesen in der Peripherie eine
geringgradige perivaskulare bis diffuse lymphozytare Infiltration auf und zwei
(T6646/99 und T811/00) zeigten zusatzlich im gesamten Tumorgewebe verteilte
vereinzelte Lmphozyten. Der Tumor T594/00 wies im oberflachlichen Korium
geringgradige, perivaskulare Infiltrate mit Lymphozyten auf. Vier der sechs Tumoren
wiesen keine Nekroseherde auf, zwei Tumoren zeigten vereinzelt geringgradige,
herdférmige Nekrosen mit Kerntrimmern in Randbereichen des Tumorgewebes
(T6195/99 und T6646/99) und zwei Tumoren zeigten subepidermale Nekroseherde
in Nachbarschaft einer Ulzeration (T6646/99 und T811/00).



60 Ergebnisse

In der Gruppe 2 lag ebenfalls eine gut abgegrenzte Tumorzellinfiltration im Korium
vor, die von der Epidermis bis in die Subkutis reichte und im oberflachlichen Korium
dichter gepackt war. Auch hier waren die physiologischen Strukturen der Haut
weitgehend verdrangt und die Tumorzellen wiesen die typische Morphologie des
Histiozytoms, wie bei Gruppe 1 beschrieben, auf. Die Anzahl der Mitosen betrug null
bis eine, bzw. bei T2191/00 eine bis zwei Mitosen, pro Gesichtsfeld unter
Verwendung des 40er-Objektives. Die Epidermis war bei zwei der fUnf Tumoren nicht
ulzeriert (T2191/00 und T1481/00). Bei einem Tumor lag eine geringgradige
herdformige Ulzeration mit einer geringgradigen subepidermalen gemischtzelligen
Entzindungszellinfiltration vor (T73222/99). Zwei Histiozytome (T4257/00 und
T1881/00) zeigten eine grofflachige Ulzeration mit serokrustosen Auflagerungen,
Blutungen, und Zelldebris sowie eine hochgradige Infiltration mit neutrophilen
Granulozyten in dieser Lokalisation. Alle Tumoren der Gruppe 2 wiesen eine
nodulare Infiltration mit Lymphozyten in Randbereichen des Tumors auf sowie eine
gering bis mittelgradig ausgepragte diffuse Infiltration im Zentrum. Bei den zwei stark
ulzertierten Histiozytomen waren im oberflachlichen Korium herdférmige Nekrosen
zu sehen, die Ubrigen Tumoren wiesen, bis auf gelegentliche Einzelzellnekrosen,

keine Nekroseherde auf.

Die Histiozytome der Gruppe 3 stellten sich hinsichtlich der Tumorzellmorphologie
und -verteilung wie in den Gruppen 1 und 2 dar. Bei fast allen Tumoren betrug die
Mitoserate null bis eine Mitose pro Gesichtsfeld (40er-Ojektiv), bis auf Tumor
T391/00 mit einer bis zwei Mitosen. Die Epidermis war bei drei Tumoren (T9335/98,
T1642/99, T391/00) intakt und es waren nur wenige neutrophile Granulozyten in
subepidermalen Gefalten zu erkennen. Vier Tumoren wiesen eine geringgradige
Ulzeration (T4429/99, T8520/99, T106/00, T2639/00) mit einer geringgradigen
Infiltration mit neutrophilen Granulozyten auf. Eine grofRflachige Ulzeration mit
serokrustosen Auflagerungen und Zelldetritus lag bei drei Tumoren vor (T990/99,
T5935/00, T3838/00) und ging mit einer hochgradigen Infiltration mit neutrophilen
Granulozyten einher, die teils bis in das oberflachliche Korium reichte. Bei allen
Tumoren der Gruppe 3 fanden sich herdférmige nodulare lymphozytare Infiltrate im

Tumorgerwebe, die besonders prominent am Ubergang zur Subkutis waren,
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wodurch die Tumorzelldichte im tiefen Korium vermindert erschien. Bei den
Histiozytomen T1642/99, T8520/99, T106/00, T391/00 sind zudem ausgepragte
nodulare Infiltrate mit Lymphozyten im subkutanen Fettgewebe zu sehen. Multifokale
herdférmige Nekrosen in den tieferen Schichten des Tumors waren in vier Tumoren
vorhanden (T5935/99, T8520/99, T106/00, T3838/00). Die ubrigen Tumoren wiesen
nur stellenweise Kerntrimmer oder subepidermal gelegenes nekrotisches Gewebe in

Verbindung mit Ulzerationen auf.

Histiozytome der Gruppe 4 waren insgesamt weniger zellreich und zeigten
insbesondere im tiefen Korium einen hohen Anteil an kollagenem Bindegewebe
sowie zahlreiche Lymphozyten. Die Makrophagen-ahnlichen Histiozytomzellen
bildeten keine groferen Zellverbande, sondern lagen im oberflachlichen Korium
gemischt mit lymphozytaren Entzindungszellen vor (Abb. 5). Bei vier Tumoren
fanden sich keine Mitosen (T3739/99, T4296/99, T7435/99, T1190/00) und bei funf
Tumoren null bis eine Mitose pro Gesichtsfeld (T1442/99, T2058/00, T3901/00,
T6641/99, T80317/00). Alle neun Tumoren wiesen in unterschiedlichem Malde eine
Ulzeration auf, die bei den Tumoren T1442/99, T3739/99, T6641/99, T7439/99
besonders stark ausgepragt war und mit einer hochgradigen Infiltration mit

neutrophilen Granulozyten und subepidermalen Nekrosen einherging.

Die 4 mm Stanzbiopsien aus dem Inguinalbereich der Kontrollhunde waren im HE-

Schnitt histologisch ohne besonderen Befund.
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Abb. 4: Histiozytom der Gruppe 1 (T1895/99). Tumorzellen mit rund-ovalen bis
bohnenférmige Zellkernen und unscharf begrenztem Zytoplasma; keine
lymphozytare Infiltration im Bildauschnitt zu erkennen. Paraffinschnitt,
HE. Die Lange des Balkens entspricht 30 um.

Abb. 5: Histiozytom der Gruppe IV (T2058/99). Infiltration mit zahlreichen reifen
Lymhozyten (Pfeil) zwischen den Tumorzellen (Keil). Paraffinschnitt, HE.
Die Lange des Balkens entspricht 30 um.
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4.4 Immunhistologischer Nachweis der
Lymphozytendifferenzierungsantigene an
Gefrierschnitten

CD3e-, CD 21(like)-, CD4- und CD8- positive Zellen lie3en sich in allen untersuchten
Histiozytomen in unterschiedlicher Anzahl nachweisen. Die Immunreaktion gegen
diese Lymphozytendifferenzierungsantigene stellte sich als dunkelbraunes,

Zellmembran-gebundenes Signal dar.

441 CD3e- und CD21(like)-positive Zellen

CD3e-positive Zellen fanden sich in Gruppe 1 als disseminierte Einzellzellen, die
geichmalig verteilt zwischen den Tumorzellen lagen. Bei zwei Tumoren (T6195/99
und T6196/99) waren neben positiven Einzelzellen auch kleinere Aggregate CD3¢-
positiver Zellen vorhanden. In Gruppe 2 waren ebenfalls CD3¢-positive Zellen zu
sehen, die als Einzelzellen oder kleine Zellaggregate innerhalb der
Tumorzellverbande lagen. In den Randbereichen der Tumoren fanden sich zudem
Herde von dicht aneinander liegenden positiven Zellen, die bei den Tumoren
T3222/99 und T2191/00 besonders stark ausgepragt waren. In Gruppe 3 lagen
zahlreiche CD3¢-positive Zellen im gesamten Tumorgewebe diffus verteilt vor.
Weiterhin waren gro3e nodulare Ansammlungen von dichten gelagerten positiven
Zellen im Zentrum und in der Peripherie des Tumors zu sehen, die bei der Halfte der
Tumoren am Ubergang zur Subkutis besonders prominent erschienen (T990/00,
T1642/99, T 4429/99, T8520/99, 106/00). In Gruppe 4 lag eine hochgradige diffuse
Infiltration mit CD3¢-positiven Zellen in allen Bereichen vor, die Gesamtzellzahl
erschien jedoch auf Grund des hohen Bindegewebeabteils gegentber Gruppe 3

vermindert.

CD21(like)-positive Zellen konnten in den meisten Histiozytomen der Gruppe 1 nicht
nachgewiesen werden, lediglich bei den Tumoren T6195/99 und T6646/99 war eine
geringgradige fokale perivaskulare Infiltration sehen. In Gruppe 2 zeigte ein
Histiozytom (T1481/00) nur wenige CD21(like)-positive Einzelzellen. Die ubrigen 4

Tumoren wiesen einige herdférmige Infiltrate in tieferen Schichten des Tumors auf,
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aullerhalb dieser Herde waren vereinzelt positive Zellen zu sehen. In Gruppe 3
waren herdférmige Infiltrate CD21(like)-positver Zellen zahlreicher vorhanden und
lagen ebenfalls meist an den Randbereichen der Tumoren. In Gruppe 4 fanden sich
zahlreiche kleinere Herde von positiven Zellen und disseminierte positive

Einzelzellen, die sich nicht auf bestimmte Lokalisationen beschrankten.

Die Quantifizierung der CD3e- und CD21(like)-positiven Zellen in den Histiozytomen
ergab, dass in allen 4 Gruppen mehr CD3e- als CD21-positive Lymphozyten den
Tumor infiltrieren (Abb. 6, Abb. 7). Die statistische Auswertung mit anschlieendem
Gruppenvergleich zeigte, dass die Anzahl der CD3e- und CD21(like)-positiven Zellen
pro mm? im Verlaufe der Tumorregression signifikante Gruppenunterschiede
aufweist. Bei den CD3e-positiven Zellen war ein starker Anstieg des geometrischen
Mittelwertes von 76 Zellen pro mm? in Gruppe 1 auf 1369 in Gruppe 2, 1345 in
Gruppe 3 und 1071 Zellen pro mm? in Gruppe 4 zu verzeichenen (p-Wert=0,003).
Der leichte Abfall in Gruppe 4 erwies sich nicht als signifikant (Abb. 6). Die
Mittelwerte der CD21(like)-positiven Zellen zeigten ebenfalls einen signifikanten
Anstieg von Gruppe 1 mit 7 Zellen pro mm? zu den Gruppen 2, 3 und 4 mit 133, 174
und 221 Zellen pro mm? (p-Wert=0,0027); (Abb. 6).
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Abb. 6: Anzahl der CD3e- und CD21(like)-positiven Zellen pro mm? in

Histiozytomen der Gruppen 1, 2, 3 und 4. Signifikante Zunahme der
CD3¢- (p=0,003) und CD21(like)-positiven Zellen (p=0,0027) zwischen
der Gruppe 1 und den Gruppen 2, 3, und 4. In allen vier Gruppen sind
mehr CD3e- als CD21(like)-positiven Zellen vorhanden. Die Saulen
reprasentieren den geometrischen Mittelwert mit Streufaktor.
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Abb. 7: CD3e- und CD21(like)-positive Infiltratzellen in einem Histiozytom der
Gruppe 2, T2191/00. Gefrierschnitte, ABC-Methode. Die Lange des
Balkens entspricht 30 pm.

A) zahlreiche CD3e-positive Zellen

B) vereinzelte CD21(like)-positive Zellen

4.4.2 CD4- und CD8-positive Zellen

Die CD4-positiven Zellen stellten sich in der Gruppe 1 als weitlaufig verteilte
Einzelzellen oder gelegentlich als kleine Zellaggregate zwischen den Tumorzellen
dar. In der Gruppe 2 waren die CD4-positiven Zellen ebenfalls gleichmaRig dber den
gesamten Schnitt verteilt, jedoch erschienen sie gegenuber Gruppe 1 zahlreicher
und bei zwei Histiozytomen lagen zusatzlich herdférmige Ansammlungen positiver
Zellen vor (T1481/00 und T2191/00). In der Gruppe 3 fand sich ein ahnliches Bild mit
zahlreichen disseminierten CD4-positiven Zellen, bei zwei Histiozytomen traten
zusatzlich einzelne nodulare Infiltrate auf (T106/00 und T3838/99). Auch in Gruppe 4
waren zahlreiche, Uber die gesamten Tumorflache disseminierte CD4-positive Zellen

zu sehen, grof3e noduldre Ansammlungen lagen nicht vor.
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CD8-positive Zellen waren in drei der sechs Tumoren in Gruppe 1 als weit verstreute
Einzelzellen zu sehen (T1895/99, T594/00, T811/00). Bei zwei Tumoren traten
zudem kleine herdformige Infiltrate an der Grenze des Tumors auf (T6196/99 und
T6646/99) und bei einem der sechs Histiozytome waren zahlreiche positive Zellen in
den tieferen Schichten des Tumors zu sehen (T6195/99). In Gruppe 2 fanden sich in
allen Histiozytomen zahlreiche CD8-positive Zellen, die im oberfachlicheren Bereich
eher ein disseminiertes Verteilungsmuster aufwiesen und in den Randbereichen des
Tumors dichter aneinander lagen. In Gruppe 3 lag eine Infiltration mit zahlreichen
CD8- positiven Zellen vor, die am Ubergang zum gesunden Gewebe besonders dicht
erschien. Bei vier der 10 Tumoren waren zudem besonders prominente nodulare
Ansammlungen positiver Zellen am Ubergang zum subkutanen Fettgewebe zu
sehen (T5935/99, T8520/99, T106/00, T3838/00). In Gruppe 4 fand sich in allen
neun Fallen eine hochgradige Infiltration mit CD8-positiven Zellen, die jedoch auf
Grund des hoheren Bindegewebeanteils der Histiozytome in weniger grof3en

Zellverbanden lagen und die Anzahl etwas niederiger erschien.

Bei der quantitativen Auswertung der Histiozytome zeigten die CD4- und CD8-
positiven Zellen einen deutlichen Anstieg von Gruppe 1 zu Gruppe 2, wo hingegen
sich die Werte der Gruppen 2, 3 und 4 auf einem ahnlichen Niveau befanden. Bei
den CD4-positiven Zellen betrug der geometrische Mittelwert 165 Zellen pro mm? in
Gruppe 1, hingegen 741, 603 und 918 Zellen pro mm? in den Gruppen 2, 3 und 4.
Der Mittelwert der CD8-positiven Zellen betrug 96 Zellen pro mm? in Gruppe 1 und
1363, 1405 und 1278 Zellen pro mm?in den Gruppen 2, 3 und 4. Auch hier erwiesen
sich die Gruppenunterschiede mit einem p-Wert von 0,0221 fur CD4 und 0,0055 fur
CD8 bei der Varianzanalyse als statistisch signifikant. (Abb. 8) Der Vergleich des
CD4- und CD8-Nachweises innerhalb einer Gruppe zeigte, dass in Gruppe 1, also
bei Tumoren, die nur eine minimale lymphozytare Infiltration aufweisen, mehr CD4-
als CD8-positive Zellen vorhanden waren. Sobald hingegen die Infiltration in den
Gruppen 2, 3 und 4 zunahm, waren die CD8-positiven Zellen die dominierende T-
Zellfraktion (Abb. 8, Abb. 9). Diese Anderung des CD4/CD8-Quotienten erwies sich
(p-Wert= 0,002) in der Varianzanalyse als signifikant.
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Abb. 8: Anzahl der CD4- und CD8-positiven Zellen pro mm? in Histiozytomen

der Gruppen 1, 2, 3 und 4. Signifikante Zunahme der positiven Zellen
zwischen der Gruppe 1 und den Gruppen 2, 3, und 4 (CD4: p=0,0221,
CD8: p=0,0055). In den Gruppe 2, 3 und 4 Uberwiegen die CD8-
positiven Zellen. Die Saulen reprasentieren den geometrischen
Mittelwert mit Streufaktor.
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Abb. 9: Immunhistologischer Nachweis der CD4- und CD8- positiven Zellen in
Folgeschnitten von Histiozytomen der Gruppen 1 (T6196/99) und 3
(T1642/99) im Vergleich. In Gruppe 1 sind etwa gleiche Mengen beider
Lymphozytenpopulationen vorhanden (A, B), in Gruppe 3 Uberwiegen
die CD8-positiven Zellen (C, D). A) CD4/Gruppe 1; B) CD8/Gruppe 1;
C) CD4/Gruppe 3; D) CD8/Gruppe 3. Gefrierschnitte, ABC-Methode.
Die Lange des Balkens entspricht 60 pm.
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443 Kontrolltiere

In den als Positivkontrollen verwendeten Milzschnitten eines Hundes waren
zahlreiche positive Zellen mit einem membranstandigen Signal vorhanden, die bei
den Antkorpern gegen CD3e, CD4 und CD8 besonders prominent im Bereich der
periarteriolaren Lymphozytenscheide waren und beim CD21(like)-Nachweis Follikel-
assoziiert vorlagen. In den Negativkontrollen waren keine positiven Signale

vorhanden.

Beim immunhistologischen Nachweis der Lymphozytendifferenzierungsantigene in
den Hautbiopsien der Kontrolltiere waren keine oder nur vereinzelte positive Zellen
im gesamten Schnitt zu sehen. Die durchschnittliche Anzahl CD3e- und CD21(like)-
positiver Zellen pro mm? lag bei 0,59 (min: 0; max: 1,32) bzw. 0,45 (min: 0; max:
1,79). Der arithmetische Mittelwert der CD4 positiven Zellen betrug 1,74 (min: O;
max: 3,58) und der CD8 positiven Zellen 1,99 (min: 1,15; max: 3,58) pro mm?>.

4.5 Immunhistologischer Nachweis von Lysozym und
myeloischem/histiozytarem Antigen (MAC 387)

Diese beiden Marker fur histiozytare Zellen wurden angewandt, um gegebenenfalls
Tumor-infiltrierende Makrophagen von Histiozytomzellen zu unterscheiden und somit
das Ausmal® der Infiltration mit Makrophagen in den verschiedenen
Regressionsstadien bestimmen zu koénnen. Lysozym wurde jedoch bereits in
geringem Ausmall auch in neoplastische Zellen nachgewiesen. Zudem werden

beide Antigene auch von neutrophilen Granulozyten exprimiert.

4.51 Lysozym-positive Zellen

Beim Lysozym-Nachweis war eine eindeutige Abgrenzung von Tumor-infiltrierenden
Zellen und Hstiozytomzellen schwierig. Bei einigen (n=7) Histiozytomen aus

verschiedenen Gruppen konnten Lysozym-positive Zellen mit einem deutlichen,
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dunkelbraunen, zytoplasmatischen Signal den Ubrigen Zellen ohne oder mit einem
schwachen granularen zytoplasmatischen Signal gegentber gestellt werden. In den
ubrigen Proben (n=23) waren jedoch zahlreiche Abstufungen der Intensitat der
zytoplasmatischen Reaktion in positiven Zellen zu erkennen, wodurch eine
Unterscheidung zwischen negativen oder schwach positiven Tumorzellen und stark
positiven infiltrierenden Entzindungszellen nach Starke der Signals nicht moglich
war (Abb. 10 A). Ungeachtet von welcher Zellpopulation die Signale ausgehen,
konnte ein signifikanter Anstieg der Lysozym-Immunoreaktivitat von Gruppe 1 mit
einem geometrischen Mittelwert von 48 positiven Zellen pro mm? zu den Gruppe 2, 3
und 4 mit 265, 241 und 204 positiven Zellen pro mm? festgestellt werden (p-Wert =
0,003) (Abb. 11).
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Abb. 10: Gegenuberstellung des immunhistologischen Nachweises von Lysozym
und MAC 387 in einem Histiozytom der Gruppe 3 (T75935/99). A:
Lysozym-positive Zellen mit verschiedenen Abstufungen der Starke des
Signals. B: MAC 387-positive Zellen mit intensivem Signal neben
negativen Tumorzellen. Paraffinschnitt, ABC-Methode. Die Lange des
Balkens entspricht 30 pm.
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Abb. 11: Anzahl der Lysozym-positiven Zellen pro mm? in den Gruppen 1, 2, 3
und 4. Signifikanter Anstieg von Gruppe 1 zu den Gruppen 2, 3 und 4
(p=0,003). Die Saulen reprasentieren den geometrischen Mittelwert und
Streufaktor.

4.5.2 MAC 387-positive Zellen

Der immunhistologische Nachweis des meyeloischen/histiozytaren Antigens (MAC
387) ergab, dass sich Zellen mit einem starken dunkelbraunen Signal von den
negativen Histiozytomzellen abgrenzen lieRen (Abb.10 B). Diese stark positiven
Zellen fanden sich einerseits subepidermal und im oberflachlichen Korium in
Assoziation mit ulzerativen Veranderungen, also entsprechend den Lokalisationen,
die im HE-Schnitt eine Infiltration mit neutrophilen Granulozyten aufwiesen.
Weiterhin fanden sich positive Einzelzellen oder Aggregate dieser Zellen in mittleren
und tiefen Schichten des Tumorgewebes. In diesen Bereichen waren im HE-Schnitt
keine neutrophilen Granulozyten nachweisbar, sondern lediglich histiozytare oder
lymphatische Zellen. Dies lasst die Vermutung zu, dass es sich in diesen

Lokalisationen bei stark MAC 387-positiven Zellen um Tumor-infiltrierende
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Makrophagen handelt. In der Gruppe 1 fanden sich insgesamt wenig MAC 387
positive Zellen, die weit verstreut zwischen negativen Tumorzellen lagen (Abb.12 A).
Bei zwei von sechs Histiozytomen lagen zahlreiche MAC 387-positiven Zellen in
Epidermisnahe vor (T6195/99 und T6646/99). Sonst lagen die disseminierten
positiven Zellen relativ gleichmalfig verteilt vor und fanden sich auch in den tieferen
Schichten des Tumors. Nur bei einem Histiozytom dieser Gruppe (T6195/00)
beschrankten sich die positiven Zellen auf das oberflachliche Korium. In Gruppe 2
zeigten zwei der funf Histiozytome (T4257/99, T1881/00) zahlreiche MAC 387-
positive Zellen und herdformige Infiltrate in Verbindung mit einer Ulzeration. Die
ubrigen drei Histiozytome zeigten zahlreiche gleichmaRig verstreute MAC 387-
positive Zellen (Abb.12 B). In Gruppe 3 lagen bei funf von zehn Histiozytomen
grolkere Herde von positiven Zellen in der Nahe der Epidermis bzw. in direkter
Verbindung mit einer Ulzeration vor (T990/99, T4429/99, T5935/99, T391/00,
T3838/00). In den restlichen Histiozytomen waren die positiven Zellen in tiefereren
Schichten des Tumors herdférmig oder als disseminierte Einzelzellen verteilt. Auch
in Gruppe 4 lagen bei funf der neun Histiozytome die MAC 387-positiven Zellen
gehauft an der Tumoroberflache vor, bei den Ubrigen 4 Tumoren waren die positiven
Zellen in dieser Lokalisationen nicht besonders zahlreich vorhanden.
Zusammenfassend laldt sich sagen, dass es mit zunehmender Gruppennummer ein
erhdhter Prozentsatz an Histiozytomen mit ausgepragten Infiltraten von MAC 387-
positiven Zellen in Epidermisnahe kommt, also mit Zellen bei denen es sich
wahrscheinlich um neutrophile Granulozyten handelt. Die quantitative Auswertung,
unabhangig von der Lokalisation, ergab, dass die Anzahl der MAC 387-positiven
Zellen einen signifkanten Anstieg (p-Wert= 0,0016) von Gruppe 1 mit einem
geometrischen Mittelwert von 15 positiven Zellen pro mm? zur Gruppe 2 mit 83
positiven Zellen pro mm? erfahrt. Die Mittelwerte der Gruppen 3 und 4 betrugen 93

und 82 positive Zellen pro mm? (Abb. 13).
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Immunhistologischer Nachweis von MAC 387 in einem Histiozytom der

Gruppe 1 (T1895/99) mit geringer Anzahl positiver Zellen (A) und

Gruppe 2
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453 Kontrolltiere

In den Hautbiopsien der Kontrolltiere waren nur vereinzelt geringgradige
perivaskulare Infiltrate von Lysozym- oder MAC 389-positiven Zellen im
oberflachlichen Korium vorhanden. Der arithmetische Mittelwert der Kontrollgruppe
betrug bei Lysozym 3,01 (min: 1; max: 5,4) und bei MAC 387 4,49 (min: 3,4; max:
5,04) positive Zellen pro mm?Z Die als Positivkontrolle eingesetzte granulomatose
Entzindung wies bei beiden Antikdrpern zahlreiche positive Zellen auf, die bei MAC
387 ein homogenes dunkelbraunes Signal und bei Lysozym ein etwas helleres
granulares zytoplasmatisches Signal aufwiesen. In den Negativkontrollen fanden

sich keine spezifischen Signale.

4.6 Nachweis apoptotischer Zellen mit Hilfe der
TUNEL-Methode

Mit der TUNEL-Methode lieRen sich in den Tumoren aller vier Gruppen positive
Zellen nachweisen. Ein nukleares Signal fand sich in Zellen, die einen
kondensierten, dunklen Kern mit umgebendem Halo zeigten, aber auch haufig in
Zellkernen, die morphologisch intakt erschienen. Weiterhin fanden sich
morphologisch intakte Zellen, die eine zytoplasmatische Reaktion zeigten. Zudem
waren zellfreie, angefarbte Fragmente zu erkennen und Zelldebris, wie er vor allem
oberflachlich bei ulzerierten Tumoren vorlag, liel® sich anfarben. Die positven Zellen
lieRen sich in keiner der 4 Gruppen einer bestimmtem Lokalisation zuordnen,
sondern fanden sich meist als disseminierte Einzelzellen im Tumor. Bei Tumoren mit
auffalligen Ulzerationen und Nekrosen war der Anteil an positiv reagierendem
strukturlosem Material erhoht. Die Anzahl der TUNEL-positiven Zellen in Relation zur
gesamten Zellzahl eines Zahlfeldes betrug 1,2% in Gruppe 1, 0,9% in Gruppe 2,
1,4% in Gruppe 3 und 1% in Gruppe 4. Beim statistischen Gruppenvergleich der
Histiozytome lieBen sich keine signifikanten Unterschiede erkennen (p-
Wert=0,6076); (Abb.14). Ebenso ergab der prozentuale Anteil der TUNEL-positiven

Zellen, die zusatzlich morphologische Merkmale der Apoptose aufwiesen, im
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Verhaltnis zur Gesamtzellzahl keine relevanten Unterschiede zwischen den
Histiozytomen in verschiedenen Stadien der Regression (p-Wert=0,2031). In den
Hautbiopsien der Kontrolltiere konnten bis auf vereinzelte TUNEL-positive
Keratinozyten keine positiven Zellen nachgewiesen werden. Die Positivkontrolle, ein
Rektumpolyp vom Schéaferhund (T9743/99) zeigte ein Signal in den Zellen mit
kondensiertem Chromatin aber auch zahlreiche rot gefarbte Zellkerne, die
morphologisch intakt erscheinen. In den Negativkontrollen waren keine TUNEL-

positiven Zellen nachweisbar.

% positive Zellen
- N
()] o
[
|
|
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Abb.14: Prozentualer Anteil der TUNEL-positiven Zellen in Relation zur
Gesamtzellzahl. Es konnten keine signifikanten Gruppenunterschiede
festgestelt werden (p=0,6076). Die Saulen reprasentieren den
geometrischen Mittelwert und Streufaktor.



Ergebnisse 7

4.7 Nachweis der Zytokin und iINOS mRNA-Expression

Die Expression verschiedener Zytokine, des ,housekeeping gens® Aktin sowie der
induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) wurde in 30 Histiozytomen
(Gruppen 1-4) und in 4 Hautbiopsien gesunder Beagles untersucht. Um neben der
Schmelzkurve des LightCycler eine weitere Darstellung der PCR-Produkte zu
erhalten, wurden die Amplifikate der positiven Standardreihen auf ein Agarose-Gel
aufgetragen. Die Kontrollen, Concanavalin A-stimulierte Lymphozyten bzw. eine
Leishmaniose-bedingte granulomatose Dermatitis fur den iINOS-Nachweis, ergaben
bei allen Primerpaaren Gel-Banden in der erwarteten Basenpaarlange und
einheitliche Gipfel-formige Kurven in der Schmelzkurvenanalyse des LightCycler. Die
Amplifikat-Langen bzw. der Schmelzkurvenverlauf der Histiozytome und der
Kontrollhaut stimmten mit denen der Positivkontrollen Uberein. Bei keinem der PCR-
Laufe waren Amplifikate in den Negativkontrollen vorhanden. Die Elektrophoretische
Auftrennung der positiven Verduinnungsreihen ist in Abbildung 15 zu sehen. Zur
genauen ldentifizierung der PCR-Produkte wurden die verschiedenen Amplifikate
eines Histiozytoms (T8520/00) unaufgereinigt zur Ansequenzierung eingesandt und
die Ergebnisse mit publizierten DNA-Sequenzen verglichen (BLAST database: Gene
Bank+ EMBL+ DDBJ+PDB sequenzes). Das Ergebnisse fur die PCR Produkte von
IL-1 (p69/p70), IL-8 (p29/p30) und IL-10 (p51/p32) entsprachen zu 100% den
entsprechenden Sequenzen (Z70047, D28772, AF328930). Die Amplifikate von IL-
12 (p77/p88), IFN-y (p73/p36), TNF-a. (p23/p24) und TGF-3 (p45/p46) wiesen eine
Homologie von 99% mit publizierten kaninen Sequenzen auf (U49100, S41201,
Z70046, L34956). Bei IL-2 (p71/p44) fand sich eine Ubereinstimmung von 98%, bei
INOS (p127/p95) von 97%, bei GAPDH (p42/p43) von 95% und bei Aktin (p7/p8) von
88% (U28141, AF032909, AF327898, AF021873). Die Aktin mRNA-Expression
wurde als Referenzwert jeder Einzelprobe eingesetzt, zu dem die ubrigen mRNA
Werte in Relation gesetzt wurden. Bei der Auswahl dieses sogenannten
,housekeeping gens” sollte berlcksichtigt werden, dass es keine spezifischen Auf-
oder Abregulation im Verlaufe der Tumorregression erfahrt. Die Berechnung mit Hilfe
der Spearman Rangkorrelation ergab fur das ,housekeeping® Gen Aktin keinen
signifikanten Trend (p-Wert=0,0556)
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1= DNA- Leiter

2=100% pos. Kontrolle
3= 50% pos.Kontrolle

4= 25% pos.Kontrolle

5= neg. Kontrolle

bp= Basenpaare

200 = 200 bp- Markierung

Abb. 15:

Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte aus cDNA-
Verdunnungsreihen von ConA-stimulierte Lymphozyten, die als

Positivkontrolle verwendet wurden.
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4.71 Histiozytome

IL-1 mRNA konnte in 40% der Histiozytomen der Gruppen 2, 30% der Gruppe 3 und
in 56% der Gruppe 4 nachgewiesen werden (Abb. 16). Alle Tumoren der Gruppe 1
waren negativ fur IL-1. Bei der statistischen Auswertung der relativen IL-1 Werte in
Bezug zum housekeeping Gen Aktin, lag der Median jeder Gruppe bei 0% und es

konnten keine Gruppenunterschiede festgestellt werden (p-Wert=0,204); (Abb. 17).

IL-6 mRNA konnte in allen 30 Histiozytomen nachgewiesen werden (Abb. 16). Beim
Gruppenvergleich der semiquantitativen Werte in Bezug zu Aktin waren die Mediane
der Gruppen 2 und 3 mit 75,8% und 64,5% um mehr als die Halften kleiner als der
Median der Gruppe 1 mit 188%. In Gruppe 4 kam es wieder zu einem Anstieg des
Medians auf 116,2%. Diese Gruppenunterschiede erwiesen sich jedoch nicht als
signifikant (p-Wert=0,089); (Abb. 17).

Alle untersuchten Histiozytome waren positiv fur IL-8 (Abb. 16). Die semiquanitativen
Werte in Relation zur Aktin-Expression lagen bei 18,2% in Gruppe 1, 13,8% in
Gruppe 2, 11,6% in Gruppe 3 und 18,1% in Gruppe 4. Somit befand sich die
Expression in den 4 Gruppen auf einem ahnlichen Niveau und es ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede (p-Wert=0.335); (Abb. 17).

IL-2 mRNA wurde lediglich in 17% der Tumoren in Gruppe 1 nachgewiesen. In
Gruppe 2 waren 80%, in Gruppe 3 90% und in Gruppe 4 89% der Proben positiv fur
IL-2 mRNA (Abb. 16). Bei der statistischen Auswertung der semiquantitativen
Ergebnisse bestand ein signifikanter Gruppenunterschied (p-Wert=0,0264) mit einem
etwa 40- bis 50-fachen Anstieg der Mediane in den Gruppen 2, 3 und 4 (51,6%,
43,6% und 42%) gegenuber dem Median der Gruppe 1 (1%); (Abb. 18).

In Gruppe 1 war eines von sechs Histiozytomen schwach positiv fur IL-12 (17%), in
Gruppe 2 konnte in keinem (0%) der Tumoren IL-12 mRNA nachgewiesen werden.
In Gruppe 3 waren 40% und in Gruppe 4 56% der Histiozytome positiv (Abb. 16). Bei
der Betrachtung der semiquantitativen Werte im Verhaltnis zur Aktin-Expression

lagen die Mediane der ersten 3 Gruppen bei 0% und in Gruppe 4 bei 33,7%. Obwohl
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es sich augenscheinlich um einen Anstieg der IL-12 Expression handelte, ergab der
statistische Gruppenvergleich der semiquantitativen Ergebnisse keine signifikanten
Anderungen (p-Wert=0,134); (Abb. 18).

TNFo. wurde in 83% der Proben in Gruppe 1 und in 100% der Proben in den
Gruppen 2, 3 und 4 nachgwiesen (Abb. 16). Der Median der semiquantitativen Werte
war in Gruppe 1 mit 0,4% deutlich kleiner als in den Gbrigen drei Gruppen (4,8%, 5%
und 6,5%). Die statistische Auswertung ergab einen signifikanten
Gruppenunterschied (p-Wert=0,0033), der im paarweisen Vergleich im Besonderen

zwischen der Gruppe 1 und den Gruppen 3 und 4 lag (Abb. 18).

Samtliche Proben der Gruppe 1 waren negativ fur IFNy. In den Histiozytomen der
Gruppen 2 und 3 hingegen konnte zu 100% und in Gruppe 4 zu 89% IFNy RNA
nachgewiesen werden (Abb. 16). Diese Varianz innerhalb der Gruppen aullerte sich
auch bei der semiquantitativen Auswertung in einem starken Anstieg des Medians
von 0% in Gruppe 1 auf 66,4%, 55,4% und 46,9% in den Gruppen 2, 3 und 4 und
erwies sich mit einem p-Wert von 0,003 als signifikant (Abb. 18).

TGFB und IL-10 mRNA konnte in allen Histiozytomen nachgewiesen werden (Abb.
16), bei der Auswertung der semiquantitativen Ergebnisse ergaben sich jedoch keine
signifikanten Gruppenunterschiede (TGFpB: p-Wert=0,522, IL-10: p-Wert=0,122). Die
Mediane der relativen Werte in den Gruppen 1 ,2, 3 und 4 betrugen 112,7%,
143,9%, 130% und 73% fir IL-10; bzw. 205,3%, 119%, 129,4% und 117,1% fur
TGFB; (Abb. 19).

In Gruppe 1 war keine der Proben positiv fur iNOS, in den Gruppen 2, 3, und 4
konnte in 60%, 70% und 78% der Proben iINOS mRNA nachgewiesen werden (Abb.
16). Dieser qualitative Gruppenunterschied spiegelte sich auch bei den
semiquantitativen Ergebnissen in einem Anstieg des Medians von 0% in Gruppe 1
auf 25%, 19,6% und 24,9% in den folgenden Gruppen wieder und erwies sich in der
statistischen Auswertung als signifikant (p-Wert= 0,0454); (Abb. 20).
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In Abbildung 16 werden die qualitativen PCR-Ergebnisse als prozentualer Anteil der
positiven Proben in den einzelnen Gruppen wiedergegeben. In den Abbildungen 17
bis 20 sind die Ergebnisse der semiquantitativen Echtzeit PCR als % der Aktin-

Expression angegeben.
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Abb. 16: Qualitative PCR-Ergebnisse der Kontroligruppe (K) und der
Histiozytomgruppen (1-4). Prozentualler Anteil der Zytokin bzw. iNOS

mRNA-positiven Proben in den einzelnen Gruppen.
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Abb.18: Relative mRNA-Werte inflammatorischer Zytokine als % der Aktin-

Expression. Signifikante Gruppenunterschiede bei IL-2 (p=0,0264),
TNFo (p=0,0017) und IFNy (p=0,003). Box und Whisker Plots stellen
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Abb. 20: Relative INOS mRNA-Werte als % der Aktin-Expression. Signifikanter

Anstieg der INOS mRNA (p=0,045) Box und Whisker Plots stellen
Median, Minimum und Maximum sowie oberes (Q3) und unteres Quartil

(Q1) dar.
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4.7.2 Kontrolltiere

Die Ausbeute bei der RNA Isolierung und die mRNA Expression des housekeeping
gens in den Hautbiopsien der Kontrolltiere war im Verhaltnis zum zellreichen
neoplastischen Gewebe der 4 Tumorgruppen sehr gering. Wegen des
unterschiedlichen Ausgangsmaterial wurden die Werte nicht in den statistischen
Gruppenvergleich der Tumorregressionstadien aufgenommen und lediglich qualitativ
ausgewertet. IL-1 und IFNy RNA konnte in keiner der Hautbiopsien nachgewiesen
werden. Eines der vier Kontrolltiere war positiv fur IL-10, IL-12, TGFB und iINOS
(25%). In zwei Proben war IL-2 nachweisbar (50%) und drei der vier Hunde waren
schwach positiv fur TNFo (75%). IL-6 und IL-8 mRNA konnte in allen vier

Hautproben nachgewiesen werden (Abb. 16).



Diskussion 85

3 DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, die Immunreaktion bei der Regression des kaninen kutanen
Histiozytoms naher zu beschreiben. Dazu wurden 30 Histiozytome nach dem
Ausmal ihrer regressiven Veranderungen in 4 Gruppen unterteilt. Zunachst wurde
eine Charakterisierung und Quantifizierung der infiltrierenden Entzindungzellen in
den einzelnen Gruppen vorgenommen und die Anzahl der apoptotischen Zellen
bestimmmt. Im zweiten Abschnitt der Arbeit wurde die mMRNA-Expression
ausgewahlter Zytokine sowie der induzierbaren NO-Synthase in den verschieden

Stadien der Regression untersucht.

30 Patienten, deren Tumoren in dieser Arbeit untersucht wurden, entsprachen
hinsichtlich der Rasse-, Alters- und Geschlechtsverteilung den Beschreibungen in
der Literatur (TAYLOR et al. 1969; FRESE et al. 1989; KIPAR 1994). Die
Histiozytome betrafen hauptsachlich junge Hunde und traten nur vereinzelt bei
alteren Tieren auf. Eine Geschlechtsdisposition war nicht festzustellen. Viele Hunde
gehorten zu den Retriever- oder Terrierrassen und deren Mischlingen. Daraus laft
sich jedoch keine Disposition ableiten, da es sich um populare Hunderassen handelt.

Auch Boxer und Doggen waren relativ haufig betroffen.

Hinsichtlich der Tumorlokalisation und -grolRe fand sich ebenfalls eine
Ubereinstimmung mit den Literaturangaben (TAYLOR et al. 1969; FRESE et al.
1989; KIPAR 1994). Die Mehrzahl der Histiozytome befanden sich an den
Gliedmafen oder am Kopf der Tiere und die Grolde lag zwischen 0,4-1,4 cm. Eine
gezielte epidemiologische Unterschung hinsichtlich der genannten Merkmale ist auf
Grund der geringen Fallzahl nicht moglich und war nicht das Ziel dieser
Untersuchung. Bei den meisten Histiozytome fanden sich zum Zeitpunkt der
Entnahme bereits deutliche regressive Veranderungen. Zahlreiche Tumoren waren
ulzeriert und zeigten eine oberflachliche eitrige Entzindung. Wahrscheinlich
bemerkten viele Hundebesitzer den Tumor relativ spat und entschieden sich erst zu
einer operativen Entfernung, als bereits sekundare Veranderungen vorlagen.
Zeitangaben zum erstmaligen Wahrnehmen der Histiozytome lagen leider nicht vor.

Durch die Schwierigkeit, Histiozytome ohne regressive Veranderungen zu erhalten,
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kam es zu einer ungleichen Verteilung der Fallzahlen in den einzelnen Gruppen mit
fast doppelt so viel Tumoren in den Gruppen 3 und 4 gegenlber den den beiden

ersten Gruppen.

Bei der in Anlehnung an COCKERELL und SLAUSON (1979) vorgenommenen
Gruppeneinteilung gestaltete sich die Zuordnung der Tumoren in den Gruppen mit
ausgepragten lymphozytaren Infiltraten schwierig, da die Ubergéange zwischen den
Gruppen 2 und 3 sowie 3 und 4 flieRend waren. Dabei ist auch zu bedenken, dass
nur eine Schnittebene beurteilt wurde und sich das Bild eines nodularen Infiltrates in
benachbarten Ebenen unterschiedlich darstellen kann. Die unscharfe Abgrenzung
dieser 3 Gruppen voneinander spiegelt sich auch in den Untersuchungsergebnissen
wider, da bei der Beurteilung verschiedener Parameter im Gruppenvergleich
signifikante Unterschiede stets zwischen der Gruppe 1 und den Ubrigen 3 Gruppen

lagen.

Die Charakterisierung der infiltrierenden Entzindungszellen, der Nachweis
apoptotischer Zellen und die Untersuchung der Zytokin bzw. INOS mRNA-
Expression wurde ebenfalls an Hautbiopsien aus dem Inguinalbereich von gesunden
Beagles als Kontrollhunde vorgenommen. Allerdings erschien es bei der statstischen
Auswertung nicht sinnvoll, die Daten dieser Untersuchungen in den
Gruppenvergleich der Histiozytome einzubeziehen. Die Ausgangsmaterialien waren
kaum zu vergleichen, da es sich zum einen um relativ kollagenfaserreiches Gewebe
mit den komplexen Strukturen der Haut und andererseits um eine zellreiche
homogene Neoplasie handelt, die stark proliferiert und die urspringliche Architektur
der Haut verdrangt hat. In gewissem Malie stellten in dieser Arbeit die Histiozytome
der Gruppe 1, bei denen kaum entzindliche Alterationen vorlagen, die Bezugsgrole
dar, denen die Werte der Histiozytome mit unterschiedlich stark ausgepragten
regressiven Veranderungen gegenubergestellt wurden. Trotzdem ist es fur das
Verstandnis der Immunpathologie der Haut notwendig zu wissen, welche Zellzahlen
physiologischerweise vorliegen und welche Zytokine normalerweise in der Haut
exprimiert werden. Um dazu einen ersten Einblick zu gewinnen, wurden die 4

Hautbiopsien von gesunden Hunden untersucht.
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Bei der Untersuchung der Tumor-infiltierenden Lymphozyten in den 4
Regressionsstadien zeigten die CD3+ T-Lymphozyten, CD21+ B-Lymphozyten,
CD4+ T-Helferzellen und CD8+ zytotoxischen T-Zellen einen signifikanten Anstieg
von der Gruppe 1 zu den Gruppen 2, 3 und 4. Ein Anstieg der Lymphozyten war zu
erwarten, da die Gruppeneinteilung der Histiozytome auf dem Ausmal} der
lymphozytaren Infiltration basierte (COCKERELL und SLAUSON 1979). Der
Nachweis der spezifischen Antigene ergab jedoch Aufschlu® daruber, inwieweit
einzelne Subpopulationen an diesem Anstieg beteiligt sind. MOORE et al. (1996)
stellten in einer immunhistologischen Untersuchung bereits fest, dass es sich bei den
Tumor-infiltrierenden Lymphozyten in Histiozytomen fast auschliellich um T-Zellen,
genauer um CD8+ zytotoxische T-Zellen, handelt und kaum B- Zellen oder CD4+T-
Zellen vorhanden sind. Allerdings wurde keine Quantifizierung der Lymphozyten im
Verlauf der Regression vorgenommen. Die vorliegende Arbeit, in der eine
quantitative Auswertung in 4 Regressionstadien statt fand, bestatigte, dass in allen 4
Gruppen erheblich mehr T-Zellen als B-Zellen vorhanden sind. DarUberhinaus
konnte festgestellt werden, dass die von MOORE et al. (1996) ermittelte Dominanz
der zytotoxischen T-Zellen nicht fur Histiozytome der Gruppe 1, die nur eine
geringgradige Infiltration mit Lymphozyten aufweisen, =zutrifft. Bei diesen
Histiozytomen mit wenigen diffus verstreuten Lymphozyten waren etwa gleich viele
T-Helferzellen wie zytotoxische T-Zellen vorhanden. Erst spater mit zunehmender
lymphozytarer Infiltration uberwogen die zytotoxischen T-Zellen deutlich und es kam
zu einer signifikanten Anderung des CD4/CD8-Quotienten. Der geringe Anteil der B-
Zellen war nicht Uberraschend, da diese Beobachtung bereits von MOORE et al
(1996) gemacht wurde und generell die Immunantwort gegen Tumoren kaum von
der humoralen sondern in erster Linie von der zellularen Immunitat getragen wird
(ROSENBERG 2001 b). Die Prasenz der T-Helferzellen zu Beginn der Regression
konnten auschlaggebend fur die Induktion der Immunantwort sein, da T-Helferzellen
in der Lage sind Antigene, die MHC Il gebunden sind, zu erkennen und durch
Sekretion von Zytokinen maligeblich zur Aktivierung und Proliferation von
verschiedenen zytotoxischen Effektorzellen beitragen (MURPHY und REINER 2002).
Die hohe Anzahl der zytotoxischen T-Zellen in den Gruppen 2, 3 und 4 konnte
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demnach das Resultat der anfanglichen T-Helferfunktion sein. Auch im Falle einer
MHC | vermittelten Prasentation auf dendritischen Antigen-prasentierenden Zellen
vermutet man, dal} eine gleichzeitige MHC Il vermittelte Prasentation in Anwesenheit
von T-Helferzellen flr eine optimale Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen hilfreich
ist (BENNETT et al. 1998).

Die hohe Anzahl von zytotoxische T-Zellen in regressiven Histiozytomen bestatigt,
dass diese Zellen als die wichtigsten Effektoren der spezifischen Immunantwort
gegen Tumoren angesehen werden und gleicht den Beobachtungen, die bei anderer
Tumoren gemacht wurden (FOSS 2002; Pardoll 2001). Die zytotoxischen
Effektormechanimsen der T-Zellen wurden in dieser jedoch Arbeit nicht untersucht
und es bleibt offen auf welchem Wege sie zur Reduktion der Tumormasse beitragen.
Bei der Bekampfung von Tumoren kommt dabei vor allem die Perforin/Granzym, die
Fas- oder TRAIL-vermittelt Lyse in Frage (ABBAS et al. 2000, KAGI et al. 1994,
SMYTH et al. 2003). Es gibt jedoch auch Hinwiese daflr, dass nicht die eigene
zytotoxische  Aktivitat der Tumor-spezifischen T-Zellen, sondern deren
Zytokinfreisetzung nach Antigenerkennung und die daraus resultierende Aktivierung
unspezifischer Effektorzellen ausschlagebend fur die Wirkung von spezifischen T-
Zellen ist. Der theoretische Vorteil dieses Weges bestiinde darin, dass ein direkter T-
Zell-Rezeptor Kontakt mit den Tumorzellen fur das T-Zell ,Priming“ nicht notwendig
ware und die indirekt Prasentation von Tumorantigenen auf professionellen APCs
ausreichen wurde (COHEN et al. 2000). Falls die Tumorzellen wichtige co-
stimultorische Moleklle der reifen dendritischen Zellen exprimieren, waren beim
Histiozytom die Vorraussetzungen fur eine effektive T-Zell Aktivierung durch
gleichzeitige Antigenerkennung durch T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen auf

einer potenten Antigen-prasentierenden Zelle gegeben.

Eine lymphatische Zellpopulation, die in dieser Untersuchung nicht erfal3t wurde,
sind die NK-Zellen. Es stand kein Antikérper zur immunhistologischen Markierung
kaniner NK-Zellen zur Verfigung. Morphologisch lassen sich NK-Zellen zwar durch
ihre GrolRe, das Kern/Zytoplasma-Verhaltins und azurophile Granula von normalen

Lymphozyten unterscheiden (MILLER 2002), aber die Erkennung an Hand dieser
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Kriterien war im HE-gefarbten Gewebeschnitt nicht moglich. Auch der mRNA-
Nachweis bestimmter Zytokine im Tumorgewebe [aRt keinen Rlckschlu® auf das
Vorhandensein von NK-Zellen zu, da keines der untersuchten Zytokine

ausschlieBlich von NK-Zellen gebildet wird.

Mit Hilfe der Antikorper gegen Lysozym und das myeloische/histiozytare Antigen
sollten Tumor-infiltrierenden Makrophagen dargestellt werden. Im unveranderten
Gewebe des Hundes zeigen Makrophagen, Monozyten und neutrophile
Granulozyten sowie Epithelzellen verschiedener Drlsen eine positive Lysozym-
Reaktion (MOORE 1986a). Wenngleich die Lysozym-Immmunoreaktivitat kein
verlasslicher diagnostischer Marker flr das Histiozytom ist, zeigt ein Teil der
Tumorzellen eine positive Reaktion (MOORE 1986b). Infiltrierende Makrophagen,
Monozyten und neutrophile Granulozyten lieRen sich in einer immunhistologischen
Untersuchung von KIPAR et al. (1998) durch eine starkeres Signal von den
schwacher positiven Histiozytomzellen abgrenzen. In der vorliegenden Untersuchung
war die Differenzierung von positiven infiltrierenden Entzindungszellen und positiven
Tumorzellen an Hand der Intensitat des Lysozym-Signals jedoch schwierig, da die
Lysozymreaktion der Tumorzellen mitunter ebenso stark war, wie die der
infiltrierenden Zellen. Ungeachtet dessen wurde eine quantitative Auswertung der
positiven Zellen im Tumorgewebe vorgenommen und ergab einen Anstieg der
Lysozym-Immunoreaktivitat. In welchem Ausmald Tumorzellen, Tumor-infiltrierende
Makrophagen und neutrophile Granulozyten an der Zunahme positiver Signale
beteiligt waren, liel sich nicht sicher feststellen. Bei den Tumoren, die im HE-Schnitt
eine oberflachliche eitrige Entzindung im Bereich der Ulzeration aufwiesen, konnte
mit groRer Sicherheit davon ausgegangen werden, dass es sich bei den Lysozym-
positiven Zellen in der entsprechenden Lokalisation um neutrophile Granulozyten
handelt. Die positiven Zellen waren jedoch nicht auf die oberflachlichen Schichten
des Tumors begrenzt, sondern lagen auch in anderen Regionen vor. Deshalb war
anzunehmen, dass es sich bei einem Grofteil der Lysozym—positiven Zellen um
Tumor-infiltrierende Makrophagen handelt und diese malgeblich am Anstieg der
Lysozym-positiven Zellen beteiligt sind. Aullerdem muss in Betracht gezogen

werden, dass moglicherweise eine Zunahme der Lysozym-Expression in den
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Tumorzellen stattfand, die ebenfalls zum Anstieg der Lysozym-lImmunoreaktivitat

beigetragen haben kann.

Der gegen das myeloische/histiozytare Antigen gerichtete Antikorper MAC 387
wurde mehrfach beim Hund angewandt um Makrophagen und neutrophile
Granulozyten in entzindlichen Lasionen darzustellen (PEREZ et al. 1996 b, DAY
und MARTIN 2002). PEREZ et al. (1998) wiesen mit Hilfe dieses Antikdrpers
infiltierende Markophagen, Monozyten und neutrophile Granulozyten im kaninen
transmissiblen venerischen Tumor nach. Tumorzellen des malignen fibrosen
Histiozytoms und der malignen Histiozytose waren in immunhistologischen
Untersuchungen negativ fur myeloischens/histiozytares Antigen (HAYDEN et al.
1993; MORRIS et al. 2002). In der Humanmedizin wird MAC 387 unter anderem
eingesetzt, um Tumor-infiltrierende Makrophagen darzustellen und histiozytare
Neoplasien zu differenzieren (FLAVELL et al. 1987). Mit seiner Hilfe konnten
dendritische Zellen, die MAC 387-negativ sind, von MAC 387-positiven
Monzyten/Makrophagen abgegrenzt werden (FARTATSCH et al. 1990). Im
Gegensatz zu Lysozym eignete sich das meyeloische/histiozytare Antigen beim
Histiozytom besser als Marker fur Tumor-infiltrierende Zellen, da sich diese durch
eine intensives Signal eindeutiger von den Tumorzellen abgrenzen lieRen. Es galt
jedoch auch hier die Einschrankung, dass der Antikorper neutrophile Granulozyten
und Makrophagen markiert und durch die dunkle Farbreaktion keine Differenzierung
dieser beiden Zelltypen an Hand der Kernmorpholgie moglich war. Da bekannt war,
dass sich die Infiltration mit neutrophilen Granulozyten im wesentlichen auf die
Tumoroberflache beschrankt, wurde angenommen, dass es sich bei den Ubrigen
positiven Zellen um Makrophagen handelt. Der Anstieg der MAC 387-positiven
Zellen von Gruppe 1 zu Gruppe 2 wurde also auf eine Zunahme der Tumor
infiltrierenden Makrophagen zurtickgefuhrt. Allerdings muss auch bei diesem Marker
bertcksichtigt werden, dass eine Teil der positiven Zellen neutrophile Granulozyten

sind.

Der Nachweis von Tumor-infiltrierenden Makrophagen in Histiozytomen konnte in

verschiedener Hinsicht von Bedeutung sein. Falls die Histiozytomzellen selbst nicht
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die Funktion der Antigenprasentation ubernehmen, ware eine MHC |l gebundene
Antigenprasentation Uber Makrophagen denkbar. Weiterhin besteht die Rolle der
Makrophagen moglicherweise in der Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen
wie |IL-12 oder TNFo (FOSS 2002). Der Nachweis einer erhohten iNOS-Expression
in regressiven Histiozytomen kann auferdem auf das Vorhandensein von
Makrophagen zurlick gefuhrt werden, da Makrophagen Uber die Bildung von NO
einen zytostatischen oder zytotoxischen Effekt ausuben und so zur Reduktion der
Tumormasse beitragen kdnnen. Allerdings wird den Metaboliten der Makrophagen
auch ein proliferationsfordender Effekt zugesprochen (JENKINS et al. 1995).
SchlieBlich konnte die Anwesenheit von Makrophagen im Tumorgewebe auch als
Abraumreaktion zur Phagozytose von nekrotischem bzw. apoptotischem Material

interpretiert werden.

Die neutrophilen Granulozyten im Bereich der Tumoroberflache fanden sich vor
allem bei ulzerierten Tumoren und sind mit hoher Wahscheinlichkeit auf eine
mechanische Irritation mit Verletzung der Epidermis und sekundarer bakterieller
Infektionen zurlckzuflUhren. Sie stehen vermutlich nicht mit einer spezifischen
Immunreaktion gegen Tumorantigene in Verbindung. Trotzdem muss bei der
Interpretation der Zytokinexpression berlcksichtigt werden, dass auch sie die Quelle

von Entzundungsmediatoren sein konnen.

In den Hautbiopsien der gesunden Kontrollhunde waren keine oder nur vereinzelte
Lymphozyten zu sehen und MAC 387- oder Lysozym-positive Zellen waren nur als
vereinzelte geringgradige perivaskulare Infiltrate vorhanden. Diese geringe Menge an
Entzindungszellen war zu erwarten, anderenfalls Iage eine Dermatitis vor und die

Hautbiopsie kdme nicht als Kontrollprobe in Frage.

Die Charakterisierung der infiltrierenden Zellen bei der Regeression des
Histiozytoms, weist Ahnlichkeiten mit den Ergebnissen von PEREZ et al. (1998) auf,
der beim kaninen transmissiblen venerischen Sarkom eine erhdohte Anzahl von T-
Lymphozyten, B-Lymphozyten und Makrophagen in regressiven gegenuber
progressiven Tumoren feststellte. GONZALES et al. (2000) wiesen nach, dass die

Regression des transmissiblen venerischen Tumors mit einem Anstieg der CD4+
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und CD8+ T-Lymphozyten im Tumorgewebe assoziiert ist. Die immunhistologische
Untersuchungen regressiver kaniner oraler Papillome ergab, dass eine Infiltration mit
CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten vorliegt, wobei die CD4+ T-Zellen bei diesem
Tumor zahlreicher vorhanden waren (NICHOLLS et al. 2001).

Bei der Auswertung des TUNEL-Essays waren in den Histiozytomen aller vier
Gruppen zahlreiche TUNEL-positive Zellen vorhanden, die morphologisch intakt
erschienen. Dabei bleibt unklar, ob es sich um praapoptotische Stadien handelt,
oder um Zellen, die moéglicherweise Kernfragmente phagozytiert haben. Teilweise
lieBen sich grolere Areale von strukturlosem Material anfarben, was auf die
Schwierigkeit hinweist, mit dieser Methode eine Differenzierung zwischen Nekrose
und Apoptose vorzunehmen. Es ist bekannt, dass die Dektetion von apoptotischen
Zellen oft mit technischen und methodischen Fehlern behaftet ist und es wird
empfohlen mehr als eine Methode zur Auswertung heranzuziehen (SOINI et al.
1998). Deshalb wurden, um auszuschlieRen, dass die Auswertung durch falsch
positive Signale verfalscht wird, Zellen mit positiver TUNEL-Reaktion und
morphologischen Merkmalen der Apoptose getrennt gezahlt und zusatzlich
gesonderten ausgewertet. In beiden Berechnungen ergaben sich jedoch keinerlei
Hinweise darauf, dal3 die Anzahl TUNEL-positiver Zellen in den 4 Tumorgruppen
signifikante Unterschiede aufweist. Da bekannt ist, dass zytotoxische Effektorzellen
durch Liganden der TNFo-Superfamilie, FAS-Ligand oder Perforin/Granzym die
Apoptose von Tumorzellen (ABBAS et al. 2000) auslosen, ware eine Zunahme von
apoptotischen Zellen in regressiven Histiozytomen mit ausgepragter lymphozytarer
Infiltration zu erwarten gewesen. Auch bei anderen Tumoren konnte jedoch der
apoptotische Index nicht mit dem biologischen Verhalten korreliert werden. Dies
deutet darauf hin, dass bei der Bewertung von Zelluntergangen in Tumoren nicht nur
der apoptische Index bertcksichtigt werden muss, sondern auch die
Prolfierationsrate und unter Umstanden das Ausmal} der Nekrose (SOINI et al.
1998). Eine niedrige Zahl von apoptotischen Zellen in Verbindung mit hoher FAS-
Ligand Expression wurde bei der humanen Langerhanszell Histiozytose auf einen
raschen ,turn over® durch Phagozytose von Zellrickstanden zurlckgefuhrt
(PETERSEN et al. 2003).
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Bei der Auswertung des TUNEL-Essays der gesunden Kontrollhunde waren in der
ohnehin zellarmen wund bindegewebsreichen Propria und Subkutis keine
apoptotischen Zellen zu sehen. In der Epidermis fanden sich zum Teil TUNEL-
positive Keratinozyten, die bei der Auswertung jedoch nicht mitgezahlt wurden. Es
wurde davon ausgegangen, dass es sich dabei um ein physiologisches Phanomen

im Zuge der Keratinisierung handelt.

Bei der Untersuchung der Zytokin und iNOS mRNA-Expression mittels ,real-time*
PCR in den 4 Tumorgruppen konnte ein signifikanter Anstieg der IL-2, IFNy, TNFo.
und iINOS Expression von Gruppe 1 zu den Gruppen 2, 3 und 4 festgestellt werden.
Far IL-1, IL-6, IL-8 und IL-12 sowie fur die anti-inflammatorischen Zytokine 1L-10 und
TGFB ergaben sich keine signifikanten Gruppenunterschiede im Verlauf der

lymphozytaren Infiltration.

IL-2 wurde nur in einem der Histiozytome in Gruppe 1 nachgewiesen hingegen in 80-
90% der Histiozytome in den Gruppen 2, 3 und 4. Bei der Betrachtung der relativen
semiquantitativen Werte war eine 40- bis 50-fache Erhohung des Medians von
Gruppe 1 zu den Ubrigen 3 Gruppen zu verzeichnen. Dieser Anstieg der IL-2-
Expression bei zunehmender lymphozytarer Infiltration des Histiozytoms steht im
Einklang mit der Tatsache, daf® IL-2 in vivo ausschliedlich von aktivierten T-Zellen
gebildet wird und bestatigt seine Funktion als Proliferations- und Aktivierungsfaktor
fur T-Zellen. Bei der Regression des Histiozytoms ware denkbar, dass IL-2 zunachst
nach Antigenkontakt von Tumor-infiltrierenden T-Helferzellen gebildet wird und die
Infiltration der zytotoxischen Effektorzellen, so auch der zahlreichen zytotoxischen T-
Zellen, in spateren Stadien der Regression nach sich zieht. Die dann in grollere
Anzahl vorhandenen T-Zellen konnten ebenfalls IL-2 bilden und einen weiteren
Anstieg der IL-2 mRNA hervorrufen. Durch die Unterstlitzung der zytolytischen
Funktion von zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen ist IL-2 moglicherweise beim
Histiozytom fir die Reduzierung der Tumorzellen mit verantwortlich. Neben seiner
Wirkung als Proliferationsfaktor fur T-Zellen ist IL-2 vor allem durch seine Fahigkeit

die zytolytische Aktivitat von CD8+ T-Zellen und NK-Zellen zu erhéhen in das
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Interesse der Immuntherapie geraten und wird inzwischen bei verschiedenen
Tumorerkrankungen therapeutisch eingesetzt (FENHINGER et al. 2002).

IFNy mRNA konnte in der Gruppe 1 nicht nachgewiesen werden, wohingegen, bis
auf eine Ausnahme in Gruppe 4, alle Proben in den Ubrigen drei Gruppen positiv fur
IFNy waren. Die semiquantitativen Werte im Verhaltnis zur Aktin-Expression zeigten
somit einen deutlichen Anstieg des Medians von Gruppe 1 zu den Gruppen 2, 3 und
4. Im Rahmen der erworbenen Immunitat sind CD4+ und CD8+ T-Zellen die
Hauptquelle von IFNy und die Synthese setzt in diesen Zellen nach Antigenkontakt
des T-Zell Rezeptors ein. In Ubereinstimmung damit begann in den untersuchten
Histiozytomen die Expression von IFNy erst in Gruppe 2, als bereits eine deutliche
Zunahme der infiltrierenden Lymphozyten stattgefunden hatte. IFNy st
ausschlaggebend fur die Entstehung einer Th1-Immunantwort und beglnstigt die
Entwicklung und Funktion der zytotoxischen T-Zellen. Die Aufregulation der IFNy-
Expression im Verlaufe der Tumorregression des Histiozytoms spricht dafir, da®
IFNy moglicherweise durch Aktivierung der zytolytischen T-Zellen eine
ausschlaggebende Rolle fir die Ruckbildung des Histiozytoms spielt. Den NK-Zellen
kommt ebenfalls eine wichtige Funktion zu, da sie einerseits IFNy synthetisieren
konnen und andererseits nach Stimulation durch IFNy selbst in ihrer zytolytischen
Funktion aktiviert werden und Faktoren wie TRAIL oder Perforin freisetzen (IKEDA et
al. 2002). In wieweit bei der Regression des Histiozytoms neben den T-Lymphozyten
auch NK-Zellen fur die Synthese von IFNy oder fur den zytotoxischen Effekt auf
Tumorzellen verantwortlich sind, konnte nicht ermittelt werden. Weiterhin besitzt IFNy
eine Funktion im Rahmen der angeborenen Immunitat, indem es Makrophagen
aktiviert, die durch Bildung von reaktiven Stickstoff- bzw. Sauerstoffverbindungen
und durch Aufregulation von Liganden der TNFoa-Superfamilie die Lyse von
Tumorzellen erzielen kdnnen (IKEDA et al. 2002). In der vorliegenden Untersuchung
setzte in der Gruppe 2 gleichzeitig mit IFNy auch die INOS mRNA Expression ein.
Dieser Zusammenhang weist darauf hin, dass durch IFNy moglicherweise eine
Aktivierung der Tumor-infiltrierenden Makrophagen mit Bildung von reaktiven

Stickstoffverbindungen ausgeldst wurde.
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TNFo mRNA war, abgesehen von einem negativen Histiozytom in Gruppe 1, in allen
Histiozytomen nachweisbar. Bei der semiquantitativen Auswertung waren jedoch die
relativen Werte der regressiven Histiozytome in den Gruppen 2, 3 und 4, bei denen
eine ausgepragte entzlindliche Infiltration vorlag, mit etwa 12-fach hdher als in
Gruppe 1. TNFa ist ein wichtiges Effektormolekul flr die CD8+T-Zell und NK-Zell
vermittelte Lyse von immunogenen Tumorzellen. In verschiedenen experimentellen
Tumormodellen zeigt hoch dosiertes, lokal verabreichtes TNFo einen positiven
Effekt, insbesondere in Verbindung mit IFNy oder Chemotherapeutika. Dabei scheint
vor allem die selektive Zerstorung der Gefaldversorgung ausschlaggebend zu sein.
AulBerdem kann es durch Bindung an TNFo-Rezeptoren die Apoptose von Zielzellen
ausldsen. Es Ubt andererseits auch einen postiven Effekt auf das Wachstum von
Tumoren aus, denn durch chronischen niedrig dosierten TNFo-Einflud wird die DNA-
Mutagenese durch reaktive Stickstoffverbindungen und die Ausbildung eines
Tumorstromas begunstigt, so dass TNFa als endogener Tumorpromotor wirken
kann. TNFo wird von einer Reihe von humanen Tumoren exprimiert und die Prasens
dieses Zytokins ist zum Teil mit einer schlechten Prognose assoziiert. (BALKWILL
2002). Obwohl es moglich ware, dass TNFa von den Histiozytomzellen gebildet wird
und intitial zu der Progression des Tumors beitragt, spricht der starke Anstieg der
MRNA-Expression mit zunehmender Entzindungszellinfiltration dafur, dass
hauptsachlich infiltrierende Makrophagen oder Lymphozyten die Ursprungszellen
dieses Zytokins sind. Bei der experimentellen Therapie von induzierten Tumoren ist
eine hohe lokale Konzentration von TNFa notwendig, um die Nekrose des
Tumorgewebes zu verursachen (BALKWILL 2002). Daraus konnte man ableiten,
dass beim Histioztom erst wenn eine massive Entzindungszellinfiltration und
Zytokinsynthese statt findet, TNFo in ausreichender Konzentration vorhanden ist und

so die lytischen Effekte gegenuber den proliferativen Effekten Uberwiegen.

Bei der Untersuchung der Histiozytome konnte IL-12 nur in einem Histiozytom der
Gruppe 1, in keinem der Gruppe 2 und in etwa der Hafte der Histiozytome in den
Gruppen 3 und 4 nachgewiesen werden. Bei der quantitativen Auswertung der IL-12

Expression war dadurch ein Anstieg von 0% in den ersten 3 Gruppen auf 33,6% in
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Gruppe 4 in Bezug zur Aktinexpression zu verzeichnen. Dieser Anstieg erwies sich
allerdings nicht als statistisch signifikant. IL-12 ist ein Zytokin, das von
phagozytierenden Zellen, B-Zellen und dendritischen Zellen nach Antigenkontakt
exprimiert wird. Es wirkt auf T-Zellen und NK-Zellen indem es deren Proliferation
bewirkt, ihre zytotoxischen Funktion aktiviert und die Bildung von Zytokinen
insbesondere von IFNy in diesen Zellen induziert. Es ist ein wichtiges
Verbindungsglied zwischen der naturlichen und der erworbenen Immunitat und
dirigiert die T-Helferzellen in Richtung Th1, wodurch eine zytotoxische T-Zell Antwort
vermittelt wird. Daher hatte man erwarten kdnnen, dass bei der Regression des
Histiozytoms schon initial eine gewisse IL-12 Konzentration vorhanden ist. Die
uberwiegend negativen Histiozytome zu Beginn der Regression und die
uneinheitliche Expression dieses Zytokins in den spateren Stadien weist jedoch
darauf hin, das IL-12 fur den Verlauf der Tumorregression nicht von essentieller
Bedeutung ist oder erst im spateren Stadien der Regression eine unterstitzende
Funktion hat. Ob IL-12 in den positiven Histiozytomen von den Tumorzellen oder von
den Tumor-infiltrierenden Makrophagen gebildet wird bleibt unklar. Die Zunahme der
IL-12 Expression in den Gruppen mit ausgepragter Entzindungszellinfiltration macht
es jedoch wahrscheinlicher, dass Makrophagen die Quelle dieses Zytokins sind. In
verschiedenen experimentellen Tumormodellen hat rekombinantes I[L-12 eine
dramatischen Anti-Tumor-Effekt auf transplantierte, chemisch induzierte oder in
genetisch modifizierten Mausen spontan entstandene Tumoren. Dieser inhibitorische
Effekt basiert hauptsachlich auf der Induktion von IFNy und der daraus folgenenden
Aktivierung von Effektorzellen. Trotz des erstaunlichen Anti-Tumor-Effektes von IL-
12 in experimentellen Studien zeigte der therapeutische Einsatz in ersten klinischen
Studien nur geringen Erfolg und war mit einer hohen Toxizitdt verbunden
(COLOMBO und TRINCHIERI 2002)

IL-1 wurde in keinem der Histiozytome der Gruppe 1, in 2 von 5 Histiozytomen der
Gruppe 2, in 3 von 10 Histiozytomen der Gruppe 3 und in 4 von 9 Histiozytomen der
Gruppe 4 nachgewiesen. Die mMRNA Mengen waren jedoch sehr gering, so dass der
Median der relativen Werte in allen 4 Gruppen bei 0% lag und sich bei der

statistischen Auswertung der semiquantitativen Werte keine gruppenspezifischen
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Unterschiede nachweisen lieRen. Daraus kann man schluf3folgern, dass IL-1 fur die
Regression des Histiozytoms keine bedeutende Role spielt. Allderdings sollte
berucksichtigt werden, dass IL-1 mRNA eine geringe Halbwertszeit hat (SCHINDLER
et al. 1990) und der fehlende Nachweis der mRNA nicht zwingend bedeuten muss,

dass zu keinem Zeitpunkt biologisch aktives IL-1 vorhanden war.

IL-6 konnte in samtlichen Histiozytomen der 4 Gruppen nachgewiesen werden. In
Gruppe eins war der Median der semiquantitativen Werte gegenuber den folgenden
3 Gruppen leicht erhoht, allerdings erwies sich der Unterschied nicht als statisisch
signifikant. Von welchem Zelltyp IL-6 gebildet wird Iasst sich bei diesem
Versuchsaufbau nicht sagen, allerdings kann das Vorhandensein in Gruppe 1, in der
nur wenige Entzundungszellen vorliegen und die fehlende Aufregulation im Verlaufe
der Infiltration mit Lymphozyten und Makrophagen dafir sprechen, dass dieses
Zytokin von den Histiozytomzellen synthetisiert wird. Moglicherweise tragt IL-6 duch

seine allgemein pro-inflammatorsche Wirkung zur Regression des Histiozytoms bei.

Das Chemokin IL-8 waren in allen Tumoren nachweisbar und die semiquantitativen
Werte in den 4 Gruppen bewegten sich auf dem selben Niveau, so dass keine
Gruppen-spezifischen Expressionsunterschiede festgestellt wurden. Auch hier ist
nicht sicher von welchen Zelle IL-8 gebildet wird, es lasst sich lediglich feststellen,
dass das Mal} der Expression nicht mit der Zunahme der Entzindungszellinfiltration
assoziiert ist. Neben seiner Fahigkeit chemotaktisch auf Leukozyten zu wirken, ist fur
IL-8 eine Wirkung als Wachstumsfaktor fur Tumoren bekannt. Es fordert die
Proliferation von humanen malignen Melanomen, was vermutlich durch verstarkte
Angiogenese bedingt ist (FLANAGAN et al. 2002). In welchem Male IL-8 beim
Histiozytom eine proliferative Wirkung durch verstarkte Angiogenese oder einen

inhibitorischen Einflu durch die Anziehung von Effekorzellen ausubt bleibt unklar.

Das anti-inflmmatorische Zytokin IL-10 konnten in allen Histiozytomen nachgewiesen
werden und beim Vergleich der semiquantitativen Ergebnisse in den 4 Gruppen war
keine signifikante Auf- oder Abregulation feststellbar. IL-10 mRNA konnte bei
anderen Untersuchungen in verschiedenen frisch exzidierten Tumoren

nachgewiesen werden und wird von zahlreichen Tumorzelllinien gebildet. Die
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biologische Bedeutung der IL-10 Produktion durch Tumorzellen ist nicht sicher. Die
Proliferationsrate von Tumorzellen kann durch IL-10 erhéht werden und es wird
moglicherweise von Tumoren sezerniert, um sich durch seine immunsuppressive
Wirkung der Immunidberwachung zu entziehen (MOCELLIN et al. 2001). Beim
Histiozytom scheint die Sekretion von IL-10 die Ausbildung eines Th1-Zytokinprofils

und die Induktion der zellularen Immunantwort nicht verhindert zu haben.

TGFB mRNA war ebenfalls in samtlichen Histiozytomen nachweisbar und die
semiquantitativen Werte lagen in den 4 Gruppen in der selben GréRenordnung, so
dass auch in diesem Fall das Ausmal} der lymphozytaren Infiltration nicht mit einer
veranderten Zytokin Expression einherging. TGFB gilt als ein stark
immunsuppressives Molekul. Es soll der Funktion von IL-2 entgegensteuern und die
Aktivierung und Ausbreitung von zytotoxischen T-Zellen verhindern. In vitro und in
vivo wird TGFP von verschiedenen Tumortypen exprimiert. Allerdings korrelieren
TGFB-Spiegel bei einigen Tumortypen positiv, z.B. bei humanen Mamma- oder
Pankreaskarzinomen, und bei anderen Tumortypen negativ mit der Prognose, wie
bei Magen- oder Lungenkarzinomen festgestellt wurde (MOCELLIN et al. 2001). Im
Fall des Histiozytoms scheint die immunsuppressive Wirkung von TGFJ nicht

ausgereicht zu haben, um eine effektive zellulare Immunantwort zu unterbinden.

Als Gen, das im Rahmen eines zytolytischen Effektormechanismus aktiv ist, wurde
lediglich die iINOS Expression untersucht. Der Nachweis von iNOS mRNA sollte die
Aktivitat der Makrophagen widerspiegeln um zu beleuchtet, ob Tumor-infiltrierende
Makrophagen eine Rolle bei der Regression des Histiozytoms spielen. Da die
Histiozytomzellen von dendritischen Antigen-prasentierenden Zellen ausgehen, ist
jedoch nicht ausgeschlossen, dass auch sie in der Lage sind, iNOS zu exprimieren.
In der Gruppe 1 konnte keine INOS mRNA nachgewiesen werden. In den Gruppen
2, 3 und 4 war iINOS mRNA in 60%, 70% bzw 78% der Histiozytome nachweisbar.
Die statistische Auswertung der semiquantitativen Ergebnisse in Relation zur
Aktinexpression ergab einen signifikanten Gruppenunterschied mit einem deutlichen
Anstieg des Medians von der Gruppe 1 zu den folgenden Gruppen. Durch die

Bildung von reaktivem NO ist das Enzym iNOS ein wichtiger Faktor fir die



Diskussion 99

zytotoxische Aktivitat von Makrophagen und seine Aktivitat wird von Zytokinen,
insbesondere von IFNy, angeregt (COLOMBO und TRICHINERI 2002). In der
vorliegenden Untersuchung setzte die INOS mRNA-Expression gleichzeitig mit der
IFNy mRNA-Expression in Gruppe 2 ein. Die Aufregulation von iINOS konnte
demnach darauf hinweisen, dass Tumor-infiltrierende Makrophagen durch IFNy
aktiviert werden und zur Reduktion der Tumormasse beitragen. Bei der Bewertung
der INOS Aktivitat darf allerdings nicht aufler Acht gelassen werden, dass das
Reaktionprodukt NO nicht nur inhibitorisch auf Tumoren wirkt, sondern durch
Oxidation mutagene DNA Schaden verursachen und die Proliferation von Tumoren
begunstigen kann (BALKWILL 2002).

Auf Grund der uneinheitlichen und geringen Genexpression in der Kontrollhaut
gesunder Hunde wurde die Zytokin bzw. iINOS mRNA-Expression nur qualitativ
gemessen. Erstaunlicherweise konnte IL-2, IL-12 und iINOS mRNA in einem hdheren
Prozentsatz der unveranderten Hautproben, als in den Histiozytomen der Gruppe 1
nachgewiesen werden, obwohl in der Haut weniger Lymphozyten bzw. Makrophagen
nachweisbar waren. Die Bedeutung dieses Befundes fur das Krankheitsgeschehen
bleibt unklar.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die zunehmende
Entzindungszellinfiltration bei der Regression des Histiozytoms mit verstarkter
Expression von IL-2, IFNy und TNFa einhergeht. Dabei handelt es sich um Th1-
Zytokine, die klassischerweise die Funktionen der zellulare Immunitat unterstitzen.
Bei den Ubrigen pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen ergaben sich keine
signifikanten Gruppenunterschiede in den vier Regressionstadien. Eine gleichmalig
starke Zytokin mRNA-Expression muss jedoch nicht zwingend bedeuten, dass diese
Zytokine unwichtig fur den Verlauf der Regression sind. Bei der Messung der
Zytokinsynthese auf der Transkriptionsebene sollte stets bertcksichtigt werden, dass
die Konzentrationen der Endprodukte, also der bioaktiven Zytokinmolekule, auch von
der Aktivitat extrazellularer Proteasen beeinfult wird. Zudem hangt der resultierende
Effekt eines Zytokins von zahlreichen anderen synergistischen und antagonistischen

Faktoren im Tumormilieu ab. Weiterhin war in den Histiozytomen mit deutlicher
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Entzindungszellinfiltration vermehrt INOS mRNA nachweisbar, die als Hinweis auf
eine Aktivierung von Makrophagen interpretiert werden kann. Man kann vermuten,
dass durch die starke Expression von proinflammatorischen Zytokinen, insbesondere

von IFNy, die NO-Synthese in Makrophagen induziert wurde.

Beim kaninen kutanen Histiozytom handelt es sich nach dem heutigen
Kenntnisstand um einen Tumor, der von dendritischen Anitgen-prasentierenden
Zellen (APCs) ausgeht, einer Zellpopulation, die von gro3em Interesse fur die
Entwicklung von therapeutischen Strategien gegen Tumorerkrankungen ist. Da es
beim Histiozytom offensichtlich zu einer Immunanwort des Wirtes kommt, stellt sich
die Frage, ob es mdglicherweise ein interessantes Modell flir die Regression von

Tumoren darstellt.

Bei unterschiedlichen Vakzinierungsstrategien, die eine verbesserte Prozessierung
von Tumorantigenen durch aktivierte professionelle Antigen-prasentierenden Zellen
zum Ziel haben, kam es im Tiermodell zu einer T-Zell vermittelten Reduktion der
Tumormasse. Vor diesem Hintergrund stellt LEVITSKY (1996) die Frage, warum
Tumoren, die von professionellen Antigen-prasentierenden Zellen ausgehen,
existitieren konnen, wenn doch experimentell die Verarbeitung und Prasentation von
Tumorantigenen durch diese Zellen in einer spezifischen Immunantwort resultiert. Zu
den humanen Neoplasien der APCs im weiteren Sinne gehoren bestimmte B-Zell-
Lymphome und -Leukdmien sowie verschiedene myeloische Neoplasien. Was
dendritische Antigen-prasentierende Zellen betrifft, stellt der Autor in Frage, ob echte
maligne Tumoren dieser Zellpopulation Uberhaupt vorkommen. Die transformierten
Zellen der Histiozytose X, einer seltenen Erkrankung des Menschen, weisen
Charakteristika dendritischer Zellen auf, die exakte Zuordnung einer Zelllinie ist nach
Angabe des Autors jedoch unsicher. Die Tatsache, dass Neoplasien dendritischer
Zellen beim Menschen selten sind, kann zum einen darauf zurickgeflhrt werden,
dass sie, durch ihre einmalige Fahigkeit T-Zellen zu aktivieren, ihre eigene
Elimination hervorrufen, sobald sie Tumor-assoziierte Antigene exprimieren. Eine
andere Erklarungsmaglichkeit fur die Seltenheit von Neoplasien der dendritischen

APCs ist, dass es sich bei reifen dendritischen Zellen um ausdifferenzierte Zellen
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handelt, was die Wahrscheinlichkeit ihrer Transformation geringer macht.
(LEVITSKY 1996)

Beim Hund gibt, es wie im Kapitel 2.1. und 2.2. beschrieben, verschiedene z.T.
relativ haufig auftretende histiozytare Erkrankungen, bei denen zur Zeit davon
ausgegangen wird, dass sie von dendritischen Antigen-prasentierenden Zellen
abstammen. Allerdings ist auch bei den histiozytaren Proliferationen des Hundes in
einigen Fallen umstritten, inwieweit es sich um reaktive Proliferation oder um echte
Neoplasien handelt und welche die Ursprungszellen der verschiedenen Neoplasien
sind. Erschwerend kommt hinzu, dass beim Hund geeignete Antikorper zum
Nachweis von Differenzerungsantigenen oft nicht zur Verfligung stehen. Laut
MARCHAL et al. (1995) konnten histiozytare Erkrankungen des Hundes als Modell
fur humane Erkrankungen dienen. So weist das kutane Histiozytom des Hundes
nach Ansicht der Autoren Ahnlichkeiten mit der Hashimoto-Pritzker Krankheit des
Menschen auf. Dabei handelt es sich um eine kongenitale Form der Langerhanszell
Histiozytse, die spontan ausheilt (,congenital self-healing langerhans cell
histiocytosis®); (LARRALDE et al. 1999). Falls die Tumorzellen des Histiozytoms
wichtige co-stimulatorische Moleklle der reifen dendritischen Zellen exprimieren,
waren beim Histiozytom die Vorraussetzungen fiur eine effektive T-Zell Aktivierung
durch gleichzeitige Antigenerkennung durch T-Helferzellen und zytotoxischen T-
Zellen auf einer potenten Antigen-prasentierenden Zelle gegeben. Bislang wurde
eine vermehrte Expression von MHC |, MHC Il und ICAM-1 auf Histiozytomen, die
lymphozytare Infiltrate aufweisen festgestellt (KIPAR et al. 1998; BAINES et al.
2000). Genauere Untersuchung zur Antigenprasentation auf den Histiozytomzellen

waren notwendig.

Wenn sich nachweisen lie3e, dass die Tumorzellen des Histiozytoms Neoantigene in
Verbindung mit co-stimulatorischen Molekulen prasentieren und auf diesem Wege
selber die T-Zell Antwort induzieren, ware die Regression des Histiozytoms in
gewissem Malle eine Bestatigung der These von LEVITSKY (1996), dass
dendritische APC-Neoplasien ihre eigene Elimination in die Wege leiten. Vor diesem

Hintergrund kénnten die Ergebnisse dieser Arbeit wie folgt ausgelegt werden:
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Als transformierte dendritische APCs konnten die Histiozytomzellen Tumor-
spezifische Antigene in Verbindung mit den adaquaten Molekillen, die fur eine
ausreichende Aktivierung von T-Zellen notwendig sind, exprimieren. Durch die
nachgewiesene Prasenz von T-Helferzellen im frihen Stadien der Regression,
konnte es zur MHC |l gebundenen Antigenerkennung durch T-Helferzellen und zur
Sekretion von IL-2 kommen. Daraus kénnte eine Aktivierung und Proliferation von
zytotoxischen Effektorzellen resultieren und es kadme zu der starken Zunahme der
infiltrierenden Lymphozyten, insbesondere der CD8+ zytotoxischen T-Zellen, wie ab
Gruppe 2 bebachtet wurde. Die zunehmende lymphozytare Infiltration kdnnte den
signifikanten Anstieg der IL-2- und IFNy-Expression, der im weiteren Verlauf der
Regression gezeigt wurde, hervorrufen. Diese Zytokine konnten die zytolytische
Aktivitat von CTLs unterstitzen und so mdglicherweise den Untergang von
Tumorzellen einleiten. Durch die Freisetzung von Zytokinen wie IL-2 oder IFNy
konnten aber auch Effektorzellen der natirlichen Immunitat, wie NK-Zellen oder
Tumor-infiltrierende Makrophagen, die wir mittels MAC387 vermehrt ab Gruppe 2
nachweisen konnten, aktiviert werden. Da aktivierte Makrophagen mit Hilfe des
Enzyms iNOS zytotoxische Stickstoffverbindung bilden, kann die nachgewiesene
Zunahme der iINOS Expression im Verlaufe der Regression, daflir sprechen, dass
beim kutanen Histiozytom auch Makrophagen eine inhibitorische Wirkung auf das
Tumorwachstum ausiben. Aullerdem konnte in den aktivierten Makrophagen, aber
auch in Lymphozyten, eine verstakte TNFo-Synthese einsetzen. Dabei handelt es
sich um ein weiteres Zytokin, das ebenfalls die Lyse von Tumorzellen hervorrufen
kann und das in der vorliegenden Arbeit im Verlaufe der Regression des

Histiozytoms vermehrt nachgewiesen wurde.

Es bleibt offen, wodurch die Tumorzellen des Histiozytoms als fremd erkannt werden
und wie die initiale Antigenerkennung einsetzt. Eine genauere Untersuchung der
Antigenexpression auf den Tumorzellen wird notwendig sein, um die Induktion der
Immunantwort beim Histiozytom besser zu verstehen. Weiterhin wurde nicht
nachgewiesen, mit Hilfe welcher Effektormechanismen die infiltrierenden Zellen ihre
zytotoxischen bzw. zytostatische Wirkung austben. Um auller der Rolle der

Makrophagen auch die zytolytische Funktionen der T-Zellen und der NK-Zellen zu
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bertcksichtigen, sollte in folgenden Untersuchungen die Expression von
Granzym/Perforin, FAS-Ligand oder Liganden der TNFo-Superfamilie untersucht

werden.

Beim Einsatz von RNA aus ganzen Gewebeschnitten ist der Nachteil der RT-PCR,
dass nicht einzelne Zellpopulationen, die ein gesuchtes Gen exprimieren,
identifizieren werden konnen. Deshalb war bei diesem Versuchsaufbau nicht zu
erkennen, ob ein bestimmtes Zytokin von Tumorzellen, infiltrierende Lymphozyten
oder anderen Zellen im Umfeld des Tumors gebildet wurde. In zuklnftigen
Untersuchungen konnte die Zytokin-Expression in den entzindlichen Infiltraten und
in den Tumorzellarealen, z.B. mit Hilfe der Laser-Mikrodissektion, getrennt
untersucht werden, um den genauen Bildungsort der nachgewiesenen Zytokine zu

bestimmen.

Generell besteht bei der Betrachtung eines naturlich auftretenden Tumors die
Einschrankung, dass nicht die Mdglichkeit besteht, den Vorgang unter Ausschlul®
eines bestimmten Zytokins oder einer spezifischen zytotoxischen Effektorfunktion zu
betrachten, wie es im Tierversuch mit Gen-defizienten Mausen praktiziert wird. Aus
diesem Grunde bleibt die Bedeutung einzelner Mechanismen fur die Regression des
Tumors Spekulation, denn letztlich ware nur das Ausbleiben der Regression bei
Defizienz des entsprechenden Gens beweisend. So bleibt unsicher, ob das
beschriebene Zytokinprofil in einem kausalen Zusammenhang mit der Regression
steht, oder ob es nur das unspezifische Nebenprodukt einer lympho-histiozytaren

Entzlindung ist.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist das kanine kutane Histiozytom, ein benigner
histiozytarer Hauttumor, der besonders haufig bei jungen Hunden auftritt und bei
dem in der Regel innerhalb weniger Wochen eine Spontanregression eintritt. Als
Ursprungszellen dieser Neoplasie wurden die Langerhans-Zellen der Haut, die zu
der Reihe der dendritischen Antigen-prasentierenden Zellen gehoren, identifiziert.
Ziel der Arbeit war es, festzustellen, ob die Regression des Histiozytoms durch ein
spezifisches Zytokinmuster und das Auftreten bestimmter
Entzindungszellpopulationen im Tumorgewebe, gekennzeichnet ist. Weiterhin sollte
ermittelt werden, inwieweit Stickstoffmonoxid (NO) und Tumorzell-Apoptose eine

Rolle bei der Tumorregression spielen.

In der Literaturtbersicht wird der aktuelle Kenntnissstand zur Pathologie des kaninen
kutanen Histiozytoms und eine Ubersicht tiber weitere histiozytare Proliferationen
des Hundes wiedergegeben. Aullerdem werden die Mechnismen der Immunantwort
gegen Tumoren kurz erlautert und Beispiele fur Spontanregression bei naturlich

auftretende Tumoren genannt.

In die eigenen Untersuchungen wurden 30 Histiozytome einbezogen, die nach
Menge und Muster der lymphozytaren Infiltration in 4 Gruppen unterteilt wurden.
Hierbei wurden Tumorgruppen mit zunehmend stark ausgepragten entzindlichen
Veranderungen unterschieden, die die Stadien der fortschreitenden Tumorregression
reprasentieren sollen. Zunachst wurde eine immunhistologische Charakterisierung
der Tumor-infiltrierenden Entzindungzellen in den verschieden Gruppen
vorgenommen. Die Subpopulationen der infiltrierenden Lymphozyten wurden mit
spezifischen Antikorpern gegen CD3e-, CD21(like)-, CD4- und CD8-Antigen an
Gefrierschnitten immunhistologisch identifiziert und die durchschnittliche Zellzahl pro
Flacheneinheit ermittelt. Tumor-infiltrierende Makrophagen wurden an Hand von
Lysozym und meyeloischem/histiozytarem Antigen dargestellt und auf gleiche Weise
quantifizert. Mit der TUNEL-Methode wurde der apoptotische Index ermittelt. Im
zweiten Abschnitt der Arbeit wurde mRNA aus Gefrierschnitten der Histiozytome

isoliert und die Expression von ausgewahlten Zytokinen (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10,
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IL-12, TNFo, IFNy, TGFB) und der induzierbaren NO-Synthase durch Reverse

Transkription und anschlieRende semiquantitative ,real-time“ PCR untersucht.

Die immunhistologischen Untersuchungen ergaben einen signifikanten Anstieg der
T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und der Makrophagen im Verlaufe der Regression.
Der Vergleich der Lymphozyten-Subpopulationen zeigte, dass die Anzahl der T-
Lymphozyten gegenuber den B-Lymphozyten in allen Gruppen stark Uberwog. Die
Differenzierung von zytotoxischen T-Zellen und T-Helferzellen ergab, dass beide
Zellpopulationen zu Beginn der Regression in gleichem Male vertreten waren. Erst
mit Zunahme der lymphozytaren Infiltration kam es zu einer Dominanz der
zytotoxischen T-Zellen und somit zu einer signifikanten Anderung des CD4/CD8
Quotienten. Die Quantifizierung der TUNEL-positiven Zellen ergab keine relevanten
Anderungen des apoptischen Index innerhalb der Tumorgruppen. Die Ergebnisse
der semiquantitativen real-time® PCR zeigten einen signifikanten Anstieg der
Expression von IL-2, TNFa, IFNy und iNOS mit Zunahme der Entzindungszell
Infiltration. Bei den Zytokinen IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 und TGF ergaben sich

keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Regressionstadien.

Die Ergebnisse zeigten eine relativ hohen Anteil an T-Helferzellen zu Beginn der
Tumorregression. Dies bestatigt die Bedeutung dieser Zellen fur die
Antigenerkennung und Induktion der Immunantwort. Die Zunahme der infiltrierenden
Entzindungszellen war mit einem signifikanten Anstieg der Expression von IL-2,
IFNy, TNFo assoziiert. Durch die Aufregulation dieser Th1-Zytokine konnten die
Effektorfunktionen der zellularen Immunantwort mafRgeblich unterstutzt werden und
die Lyse von Tumorzellen in die Wege leiten. So konnte eine signifikante Zunahme
von meyeloischem/histiozytarem Antigen-positiven Zellen und ein Anstieg der iINOS
mRNA im Verlaufe der Regression festgestellt werden, was auf eine Aktivierung von
Tumor-infiltrierenden Makrophagen hinweist. Daraus kdonnte man schlielRen, dass
nicht nur die zahlreich vorhandenen zytotoxischen T-Zellen im Rahmen der
spezifischen Immmunitat einen Anti-Tumor-Effekt ausiben, sondern auch
Makrophagen als Zellen der natirlichen Immunitat zur Reduktion der Tumormasse

beitragen.
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7 SUMMARY

Subject of the present investigation is the canine cutaneous histiocytoma, a benign
histiocytic tumor that most commonly occurs in young dogs und usually displays
spontaneous regression within few weeks. The epidermal Langerhans cells, which
belong to the lineage of dendritic antigen-presenting cells are identified as the origin
of this neoplasm. The aim of this study was to determine whether the regression of
canine cutaneous histiocytoma is associated with the expression of a distinct
cytokine profile and with the presence of certain inflammatory cells. Furthermore, the
role of nitric oxide (NO) and tumor cell-apoptosis for tumor regression was

elucidated.

The pathology of canine cutaneous histiocytoma as well as the current classification
of other histiocytic tumors are reviewed. Furthermore, the mechanisms of anti-tumor
immunity are briefly discribed and exampels for spontaneous regression of naturally

occurring neoplasms are given.

30 histiocytomas were included in this study. The tumors were devided into 4 groups
according to the number and distribution of infiltrating lymphocytes. Tumor groups
were distinguished by the increasing degree of inflammatory alterations to represent
various stages of ongoing regression. Tumor-infiltrating inflammatory cells were
characterized by immunohistochemistry. Different subpopulations of infiltrating
lymphocytes were identified on frozen tissue sections using specific antibodies
against CD3e-, CD21(like)-, CD4- or CD8- antigen and the average number of positiv
cells per square unit was determined. Tumor-infiltrating macrophages were detected
by lysozym- or myeloid/histiocytic antigen-immunoreactivity in paraffin-.embedded
sections and quantified as mentioned above. The TUNEL-method was used to
compare the apoptotic index of histiocytomas in the different groups. In the second
part of the study, mRNA was isolated from frozen tissue sections and the expression
of certain cytokines (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNFo, IFNy, TGFB) and
inducible NO-Synthase (INOS) was messured by semiquantitative real-time PCR

following reverse transcription.
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Immmunohistochemistry revealed a significant increase in the number of T-cells, B-
cells and myeloid/histiocytic antigen-positiv cells during tumor regression. The
comparison of the different lymphocytes subsets revealed that far more T-cells than
B-cells were detectable in all groups. Cytotoxic T-cells and T-helpercells were both
present in equal numbers at the beginning of tumor regression, whereas cytotoxic T-
cells became the dominant cell type with increase of inflammatory infiltration, leading
to a significant change in the CD4/CD8 ratio. The quantification of TUNEL-positiv
cells revealed no significant changes of the apoptotic index within the different
groups. The results of the semi-quantitative real-time PCR showed an up-regulation
of the expression of IL-2, TNFa, IFNy and iNOS with the increase of infiltrating
inflammatory cells. For IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 und TGFB no signifikant

differences between the stages of regression were observed.

The high proportion of T-helper cells at the beginning of tumor regression underlines
the importance of these cells in antigen recognition and induction of tumor
regression. The increased number of infiltrating inflammatory cells was associated
with a significant increase of IL-2-, TNFa- and IFNy-expression. The up-regulation of
these Th1- cytokines could support celluar immunity and possibly mediate tumor cell
lysis. Furthermore an increase of myeloid/histiocyte antigen-positive cells and an
increase of INOS mRNA was detected. The latter could indicate an activation of
tumor-infiltrating macrophages and suggests that in addition to tumor-specific
cytotoxic lymphocytes also macrophages as cells of the innate immunity could

contribute to the reduction of the tumor mass.
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9 ANHANG
9.1 Bezugsquellen fur Chemikalien, Enzyme und
Antikorper

Advanced Biotechnologies, Hamburg
Superladder-Low (100bp Langenstandard), SLL-100S
6x gel loading buffer

Boeringer Mannheim Biochemica, Mannheim
DNase, Rnase-frei, 776785

Ethidiumbromid, 200271

In Situ Cell Death Detection Kit, AP, 1684809
Proteinase K, 1413783

Camon Laborservice GmbH, Wiesbaden

Aszitesflussigkeit von nicht-immuniserten BALB/c Mausen, CL8100

Biotiniliertes Kaninchen-anti-Ratte Immunglobulin (Vector Laboratories), BA 4000
Biotiniliertes Pferd-anti-Maus Immunglobulin (Vector Laboratories), BA 2000
Biotiniliertes Ziege-anti-Kaninchen Immunglobulin (Vector Laboratories), BA 1000
Vectastain ABC.Kit, Standard (Vector Laboratories), PK 4000

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg

Polyklonal Kaninchen-Anti-Human Lysozym (Muramidase) EC 3.2.1.17. Ig-Fraktion,
A0099

Monoklonal Maus-Anti-Human Myeloisches/Histiozytares Antigen, Klon: MAC387,
Isotyp: 19G1, Kappa, Kulturiberstand, M0747

Glycergel Mounting Medium, C563

DCS Innovative Diagnostiksysteme, Hamburg
Fast Red Substrate Pack

Dianova, Hamburg
PAP-Kompex von der Maus, 223005024
Ratte-anti-Maus Immunglobulin, 415035166

Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu Ulm
Di-Natrium-Ethylendiamino-tetra-Essigsaure(EDTA) puriss. p.a. ACS 03680
Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC), purum, 32490

Imidazol puriss. p. a., 56750
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3,3 -Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) purum p.a., 32750

Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 93352
Isopentan, 59075

Gibco-BRL, Eggstein
Agarose Ultra Pure, 540-5510 UA
Trizol-Reagenz, 15596-0926

Hecht I., Kiel-Hasse
Eukitt® (Corbit-Balsam)

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Ribonuklease-Inhibitor E00312

Merck E., Darmstadt

Athanol (Alkohol) absolut p.a., 972
Borsaure krist. Reinst, 160

Eosin (gelblich), 1345
Hamatoxylin, 4305

Natriumchlorid reinst, 6400
Methanol reinst, 6008
Papanicolau-Lésung 1b, 9254
2-Propanol (Isoproylalkohol) reinst, 8995
Tritrisol® (1N HCI) 1M/I, 9970
Xylol, reinst, 8685

PAA Laboratories GmbH, Linz, Osterreich

Eagles Minimal Essential Medium mit Earle scher Salzlosung und Glutamin, E15-852

Perkin Elmer, Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt

GeneAmp RNA PCR Core Kit, N808 0143

Roche Diagnhostics GmbH, Mannheim

LightCycler-FastStart DNA Master SYBR Green |, 3003230

Roth C., Karlsruhe
Agarose, Rotigarose®, 2267
Ethanol, Rotpuran® >99,7% p.a., 3738

2-Propanol, (Isopropylalkohol) Rotipuran® >99,7% p.a., MW60, 10,6752,1

Formaldehyd 36%ig, 7398.2
Methanol 99,8%ig p.p., 4627
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Natriumchlorid, 3957.1
Roti®-Histol, 6640
Trichlormethan/Choroform, MW 119,38,7331.1

Serva, Heidelberg
Triton® X-100, 37240

Vogel GmbH & Co KG, Giel3en
Tissue Tec® O.C.T.-Einbettmittel, LT 45839

9.2 Bezugsquellen fur Gerate und Einmalartikel

Es sind nur die Uber eine Laborgrundausstattung (insbesondere eines

Histologielabors) hinausgehenden Gerate aufgefihrt:

Bessier, Wiesbaden
Polaroid Film Noir&Blanc A667, Tageslichtfilm

Biozym, Deutschland

Multicycler® PTC 200

Safeseal-Tips bis 1000 pl, 781002
Safeseal-Tips bis 200 pl, 780202
Safeseal-Tips bis 20 ul, 7810027
PCR-Reaktionsgefale 0,5 ml, 710910
Gel Bond®-Film, 53748

Consort, Belgien
Mikrocomputer Elektrophoresis Power Supply, E425

Engelbrecht, Ederminde
Star Frost® Objekttrager

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Zentrifuge, 5415 C
Reaktionsgefalie 1,5 ml, 0030 120.086
Reaktionsgefalle 2,0 ml, 0030 120.094

Greiner Labortechnik, Essen
Gewebekulturschalen 35/10 mm, 627160
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Heraeus
Laminar Air® LB-48-C

Keutz, Reiskirchen
Flachgel-Elektophoresekammer Midi, horizontal, 0030191-00
Gieldvorrichtung, 0030191-03

Life Sciences (Shandon), Frankfurt
Shandon Sequenza Immunfarbecenter, 73300001-Shandon Varistain

Menzel Glaser, Glasbearbeitungswerke GmbH & Co KG, Braunschweig
Super Frost Plus®-Objektrager, 041300

Olympus, Hamburg
Netzmikrometerplatte U-OCMSQ 10/10, 034077

Pharmacia Biotech, Freiburg
Spektralphotometer GenQuant 2

Polaroid, Massachusetts, USA
Kamera MP 4

Reichert-Jung GmbH, Nuf3loch
Krytom Frigocut, Modell 2700

Roche Diagnostics GmbH
Roche LightCycler Instrument
LightCycler Capillaries, 1909339
LightCycler Software Version 3.5

Schleicher & Schuell, Dassel
Papierfilter, 110 mm Durchmesser, 311643

Science Service (SCI), Minchen
Pap-Pen®

Sud-Laborbedarf GmbH, Gauting
SLG-Qualitats Laborhandschuhe (Latex), 46221S

Vilber Lourmat, Torcy, Frankreich
UV-Transilluminator 312 nm
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Vogel Giessen
Tissue-Tec® Eindeckautomat, Modell 4765

9.3 Losungen und Puffer

9.3.1 Immunhistologie und TUNEL-Methode

0,1 M Imidazol / HCI-Puffer, pH 7,1:

6,81 g Imidazol in 1000 ml Aqua dest I6sen und ca. 500 ml 0,1 M HCI zufigen bis pH
7,1 eingestellt ist

Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Losung (DAB):

100mg DAB in 200 ml 0,1 M Imidazol/HCI Puffer (pH 7,1) I6sen und mischen
(Magnetruhrer), anschlieend filtrieren und 70ul H2O, (30%ig) zugeben.

0,5%iges H,0, in Methanol fur Paraffinschnitte:
1,5 ml 30%iges H,O,in 100ml Methanol geben

0,03%iges H,O, in TBS fur Paraffinschnitte:
90pI 30%iges H,0O, in 100 ml TBS geben

Tris-Puffer-Stammlésung (, tris bufferd salline*, TBS), pH 7,6:

60,57 g Tris(hydoxymethyl)aminomethan in 610 ml Aqua dest. 16sen und ca. 390 ml
1N HCI (Titrisol®) zufugen bis pH-Wert 7,6 eingestellt ist. Fur die Gebrauchslosung
100 ml Stammldésung mit 0,8%iger NaCl in Aqua bidest. auf 1000 ml auffullen.

Papanicolaou L6sung:
Papanicolaou-Lésung und Aqua dest. im Verhaltnis 1:20 mischen und filtrieren

Phosphat gepufferte Natriumchloridldsung (,phosphate buffered saline”, PBS)
21,76 g Natriumchlorid, kristallin

3,592 g Natriumhydrogen-Phosphat p.a.

0,544 g Kaliumhydrogenphosphat p.a., in 420 ml Aqua dest. Losen

Protease Behandlung
0,03 g Protease in 60ml vorgewarmtes NaCI-PBS (37°C) geben



Anhang 127

9.3.2 RNA-Isolierung und RT-PCR

Agua bidest., Diethylpyrokarbonat (DEPC)-behandelt
1 ml DEPC-Reinsubstanz ad 1000ml Aqua bidest.

Schutteln bis es geldst ist, Uber Nacht auf einem Magnetrtuhrer bei Raumtemperatur
unter einem Abzug stehen lassen, danach autoklavieren

2%iges Agarosegel (104,3 cm?3)

1,82 g Agarose in 91ml Puffer durch kurzes Aufkochen in der Mikrowellle I6sen, auf
ca. 64°C erkalten lassen, 1,6pl Ethidiumbromid zufugen, in Giel3vorrichtung geben
und erstarren lassen

0,5 M EDTA-Nay, pH 8,0:

18,6 g di-Natrium-EDTA-dihydrat (MW 372,31; entspricht 4,6 g EDTA) in 60 ml Aqua
bidest/DEPC losen, pH 8,0 mit 5M NaOH einstellen, auf 100ml auffullen und
autoklavieren

Ethidiumbromidlésung (10mg/ml)

0,2 g Ethidiumbromid (MW 394,3) ad 20 ml Aqua bidest, gut schutteln, Licht
geschutzt lagern

10x TBE-Elektophoresepuffer

108,8 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (MW 121,14)

55,0 g Borsaure (MW 61,83), 40,0 ml 0,5M EDTA-Na; (pH8,0)

ad 100ml Aqua dest, autoklavieren (zur Herstellung der Gebrauchslosung 100ml 10x
TBE-Puffer und 900 ml Aqua bidest mischen)
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9.4 Abkurzungen

A Adenin

ABC Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex

AS Antisense

Aqua dest. Aqua destillata

Aqua bidest Aqua bidestillata

AP Alkalische Phosphatase

APC Antigen-prasentierende Zelle

ADCC Antikorper vermittelte zellulare Zytotoxizitat
Abb. Abbildung

abs. absolut

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

CD cluster of differentiation

CD3e CD3e-Antigen

CD4 CD4-Antigen

CD8 CD8-Antigen

CD21(like) CD21(like)-Antigen

cDNA komplementare DNA

Con A Concanavalin A

CTL zytotoxische T-Zelle

DAB 3,3 'Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid
dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytidintriphosphat

DEPC Diethylpyrokarbonat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DNA Desoxyribonucleinsaure

dTTP Desoxythymintriphosphat

d.h. das heif’t

dGTP Desoxyguanintriphosphat

dTTP Desoxythymidintriphosphat

dUTP Desoxyuridintriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

et al. et alii

FAS Rezeptor CD95 (Apolipoprotein 1)

g gramm

G Guanin

GAPDH Glyzeraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
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HE Hamatoxylin-Eosin

IFN Interferon

IH Immunhistologie

IL Interleukin

INOS induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase
Ig Immunglobulin

J Jahre

Kap. Kapitel

L Liter

LAK Lymphokin-aktivierte Killerzelle

m mannlich

M/mM Molaritat (molar/millimolar)

MEME Eagle’s Minimal Essential Medium mit Earlscher Salzlésung
MHC Haupthistokompatibiltatskomplex
mRNA messenger RNA

MW Molekulargewicht

N, n Anzahl

n.b. nicht bekannt

n.d. nicht durchgefuhrt

NK Naturliche Killerzellen

NO Stickstoffmonoxid

Nr. Nummer

P Primer

PAP Peroxidase-anti-Peroxidase

PBS Phosphatpuffer

PCR Polymerase-Kettenreaktion

RNA Ribonukleinsaure

RT-PCR Reverse Transkriptase-PCR

S. Seite

S oense’

T Thymin

TAA Tumor-assoziiertes Antigen

Tab. Tabelle

Taq Thermus acquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TBS Tris-gepufferte Natriumchloridiésung
TGF Transformierender Wachstumsfaktor
Th T-Helferzelle

TIM Tumor-infiltrierender Makrophage
Tm Schmelztemperatur

TNF

Tumor-Nekrosefaktor
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TRAIL » 1 NF related apoptosis inducing ligand®

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

TSA Tumor-spezifisches Antigen

TUNEL Lerminale desoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick
end labeling®

U Uracil

w weiblich

z.B. zum Beispiel
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